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Abkürzungsverzeichnis 
α alpha 
Å Angström 
AMPs Antimikrobielle Peptide 
ANUG Akute nekrotisierende ulzerative Gingivitis 
AP Adulte Parodontitis 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
β beta 
bcr-abl-Tyrosinkinase  Fusion der Gene "BCR" und "ABL" mit der Folge einer Aktivierung des 
Enzyms Tyrosinkinase 
bp Basenpaare 
°C Grad Celsius 
CCL20 Chemokin-Ligand-20 
CCR-6 Chemokinrezeptor-6 
CD4+ Proteinkomplex aus T-Lymphozyten und Antigen CD4 
cDNA Komplementäre Desoxyribonukleinsäure (copy deoxyribonucleic acid) 
CMMoL Chronisch myelomonozytäre Leukämie 
CO2 Kohlendioxid 
Cox-1 Cyclooxygenase-1 
Cox-2 Cyclooxygenase-2 
Ct Schwellenzyklus (threshold cycle) 
CXC Chemokinfamilie 
DC Dentritische Zellen 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
dT Desoxythymin 
E. coli Escherichia coli 
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et al. und Mitarbeiter (et alii) 
Fa. Firma 
FCS Fötales Kälberserum 
GAP-DH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GEC Gingivaepithelzellen 
GmbH Gesellschaft mit beschränkter Haftung  
h Stunde 
hBD-1 Humanes β-Defensin-1 
hBD-2 Humanes β-Defensin-2 
hBD-3 Humanes β-Defensin-3 
HGF Humane Gingivafibroblasten 
IFN-γ Interferon-γ 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
IL-2-R Interleukin-2-Rezeptor 
IL-4-R Interleukin-4-Rezeptor 
kDa Kilodalton 
kg Kilogramm 
KRK Kolorektales Karzinom  
LAK Lymphokinaktivierte Killerzellen 
LARK Leber- und aktivierungsgesteuertes Chemokin (liver and activation-
regulated chemokine) 
LJP Lokalisierte juvenile Parodontitis 
MALT Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe  
mg Milligramm 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (Major Histocompatibility Complex) 
min. Minute 
7 
MIP Makrophageninflammatorisches Protein (Macrophage Inflammatory 
Protein) 
MIP-3α Makrophagen inflammatorisches Peptid-3alpha 
ml Milliliter 
mm Millimeter 
mM Millimolar 
MMP-3 Matrix Metalloproteinase-3 
mRNA Messenger-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleic acid) 
MTA Medizinisch technische Assistentin 
ng Nanogramm 
NF-E2 Nucleärer Factor E2 (rernuclaer factor-erythroid 2) 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
O2 Sauerstoff 
PBS Phosphat gepuffertes Salz (phosphate buffered saline) 
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration 
PP Präpupertäre Parodontitis 
PTGS-1 Prostaglandin Endoperoxid Synthase 1 
PTGS-2 Prostaglandin Endoperoxid Synthase 2 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
RPP, AgP schnell verlaufende progressive oder agressive Parodontitis 
RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
s Sekunde/n 
t Zeit 
Th T-Helferzelle 
TNF-α Tumornekrosefaktor-alpha 
8 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
U enzymatische Einheit/-en (unit/-s) 
% Prozent 
9 
1  Einleitung 
Die Epithelien der Mundhöhle stellen die Grenze zwischen Umwelt und Organismus dar und 
stehen ständig in direktem Kontakt mit einer Vielzahl von Mikroorganismen und deren Stoff-
wechselprodukte. Sie verfügen über unterschiedliche Mechanismen der Immunabwehr, um das 
Eindringen der Mikroorganismen zu verhindern, ohne dass klinische Anzeichen einer Entzün-
dung auftreten (Lehrer, 2004; Yin et al., 2011, Feghali et al., 2011). Die oralen Epithelien stellen 
nicht nur eine physikalische Barriere dar aufgrund ihrer zahlreichen Zell–Zell Interaktionen in 
Form von „Tight Junctions“, Desmosomen und Zonula adherens. Vielmehr sind die Epithelien in 
der Lage, durch Bildung antimikrobieller Peptide, die direkt osmotische Wirkung auf Mikroorga-
nismen und zytokinähnliche Funktionen innerhalb des Epithelverbundes zu übernehmen, eine 
chemische Barriere zu bilden und damit aktiv auf die bakterielle Besiedelung zu reagieren 
(Schröder, 1999a; Ara et al., 2009; Wada et al.,2009; Roman et al., 2011). 
Das menschliche Immunsystem besteht zum einen aus zellulären, zum anderen aus humoralen 
Abwehrmechanismen. Es lässt sich in die unspezifische oder angeborene Immunabwehr („inna-
te immunity“) und die spezifische oder erworbene Immunabwehr („adaptive immunity“) untertei-
len und bietet dem Organismus Schutz vor Infektionen durch verschiedene Mikroorganismen 
(Janeway et al., 2002; Medzhitov, 2007; Souza et al., 2010). 
Für die Abwehr bakterieller, aber auch viraler Angriffe und Pilzinfektionen ist das angeborene 
Immunsystem zuständig (Dale&Krisanaprakornkit, 2001; Dale, 2000; Schröder, 1999b; Yoon, 
2010). Es wird repräsentiert durch Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, natürliche Killer-
Zellen, Mastzellen sowie Epithel- oder auch Endothelzellen. Diese Zellen können auf molekula-
rer Ebene potentielle Infektionen erkennen, da sie in der Lage sind, bakterielle Bestandteile 
(Peptidoglykanen oder Lipopolysacchariden) an membranständige Rezeptoren wie z.B. Toll-
Like-Rezeptoren zu binden (Hornef et al., 2002; Medzhitov, 2007; Takeda et al., 2003, Mitchell 
et al., 2011). Die angeborenen Mechanismen bilden somit die erste Barriere gegen den Eintritt 
von Mikroorganismen an Grenzflächen wie Haut und Schleimhäuten. 
Durch Toll-Like-Rezeptoren könnte vermutlich die Expression von Defensinen, proinflammatori-
schen Zytokinen (TNF-α, IL-1, -6, -12, und -18), sowie von Chemokinen (IL-8) und Eikosanoiden 
vermittelt werden (Chang et al., 2007; Hornef et al., 2002; Akira et al., 2001; Mitchell et al., 2011; 
Khoo et al., 2011). Antimikrobielle Peptide töten nicht nur direkt Mikroorganismen ab, sondern 
haben auch chemotaktische Eigenschaften, indem diese dendritische Zellen, Makrophagen und 
T–Lymphozyten aktivieren und somit eine wertvolle Verbindung zum erworbenen Immunsystem 
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schaffen können (Dale, 2003; Chung et al., 2007, Yang et al., 2000). Die erworbene Immunab-
wehr wird durch T- und B-Lymphozyten verkörpert, die über Antigen-Antikörperreaktionen ver-
mittelt werden (Takeda et al., 2003; Kumar et al., 2011). 
1.1 Gingiva 
Charakteristisch für eine klinisch gesunde Gingiva, auch marginales Parodont genannt, sind 
bestimmte Merkmale der Form, Farbe und Konsistenz. Die Girlandenform äuβert sich in der 
Ausbildung mehr oder weniger ausgeprägter Interdentalpapillen, die Farbe ist meist blasrosa, 
die Oberfläche gestippelt. Eine gingivale Furche bildet die Trennlinie zwischen der marginalen 
und der befestigten Gingiva. Als Sulcus gingivae wird die Einsenkung um den Zahn bezeichnet. 
Die symptomlose Gingiva enthält praktisch immer ein Infiltrat aus neutrophilen Granulozyten und 
Lymphozyten (Lindhe, 2005; Wada et al., 2009). 
Histologisch finden sich drei unterschiedliche Epithelien: das keratinisierte orale Gingivaepithel, 
das lateral den Sulkus begrenzende keratinisierte orale Sulkusepithel und das nichtkeratinisierte 
Saumepithel. Das nichtkeratinisierende Saumepithel umgibt den Zahnhals ringförmig und geht 
auf der Höhe des Sulkusbodens in das orale Sulkusepithel über (Nanci, 1996; Hatakeyama et 
al., 2006). Es ist ein mehrschichtiges Plattenepithel, dessen Zellen über Desmosomen miteinan-
der verbunden sind (Presland et al., 2002; Lindhe, 2005; Gasparoni et al., 2005). Der zwischen 
Saumepithel und Zahnoberfläche bestehende Haftmechanismus wird auch als Epithelansatz 
bezeichnet. Es wird ein biologisches Prinzip beschrieben, bei dem Epithelzellen, die mit einem 
nicht-epithelialen Substrat in Kontakt treten, eine Basallamina ausbilden und sich über Hemi-
desmosomen an diese anheften. Aus Zahnoberfläche, Basallamina, Hemidesmosomen und 
Zellmembran bildet sich ein Komplex, der für die Haftung der Saumepithelzellen an der Zahn-
oberfläche sorgt. Der Epithelansatz garantiert die Kontinuität der epithelialen Auskleidung der 
Mundhöhle, das Saumepithel als Ganzes sorgt für die Erhaltung und die Abwehrleistung des 
gingivalen Gewebes am Zahnhals (Lindhe, 2005; Presland et al., 2002). 
Neben dem Epithel besteht die Gingiva aus derb fibrösem Bindegewebe, der Lamina propria, 
welches von mehrschichtigem, meist verhorntem Plattenepithel überzogen wird (Kühnel, 2002). 
Das Bindegewebe setzt sich hauptsächlich aus Bindegewebsfasern, Proteoglycanen, Blutgefä-
βen und Fibroblasten zusammen (Junqueira et al., 2005).  
Die gröβte Zellpopulation wird von den Fibroblasten gestellt, die als ortsständige Zellen eine 
wichtige Rolle bei der Bildung von geformter Interzellularsubstanz (Bindegewebe) und 
ungeformter Interzellularsubstanz (Gundsubstanz) bilden. Zu den Produkten gehört 
hauptsächlich das Kollagen, das zusammen mit den ebenfalls gebildeten Proteoglycanen für die 
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das Kollagen, das zusammen mit den ebenfalls gebildeten Proteoglycanen für die Festigkeit der 
extrazellulären Matrix sorgt (Benninghoff, 2008). Im Bindegewebe klinisch gesunder Gingiva 
kommen neben Makrophagen und Mastzellen auch Infiltrate von neutrophilen Granulozyten, 
Lymphozyten und Plasmazellen vor, die für die Reinigung des Gewebes und die immunologi-
sche Kontrolle zuständig sind (Into et al., 2010).  
Der Faserapparat des gingivalen Bindegewebes weist eine komplizierte Architektur auf und ist 
als Fortsetzung des desmodontalen Fasergerüsts zu betrachten. Die Kollagenfaserbündel des 
Bindegewebes bilden den Supraalveolären Faserapparat und befestigen das gingivale Gewebe 
an Wurzelzement und Alveolarknochen, stabilisieren die Position der Zähne, unterlagern das 
Saumepithel und verleihen der Gingiva ihre Reiβfestigkeit (Junqueira et al., 2005). An der 
Grenzfläche zwischen Gingiva und Zahnoberfläche gibt es somit zwei verschiedene Haftmecha-
nismen. Das Saumepithel ist mit der Zahnoberfläche durch eine epitheliale Haftung verbunden. 
Im Bereich des Bindegewebes inserieren Faserbündel in das Wurzelzement. Im Idealfall gren-
zen diese beiden verschiedenen Haftmechanismen an der Schmelz-Zement-Grenze aneinan-
der. Das gingivale Gewebe besitzt eine hohe Regenerationsfähigkeit, aufgrund hoher Umsatzra-
ten seiner epithelialen und bindegewebigen Bestandteile. Ein Groβteil der immunologischen 
Abwehrleistung findet im Saumepithel statt (Junqueira et al., 2005; Into et al., 2010).  
Akut entzündliche Vorgänge der Gingiva gehen mit Rötungen, Schwellungen, und evtl. Ulzera-
tionen der Gingiva einher. Weitere Charakteristika entzündeter Gingiva sind eine erhöhte Flieβ-
rate der Sulcusflüssigkeit, eine erhöhte Temperatur im Sulcus, Blutung nach Sulkussondierung 
und eine erhöhte Sondierungstiefe ohne Attachmentverlust, d.h. Pseudotaschen (Löe et al., 
1965; Page&Schroeder, 1976). Nicht selten lässt sich bei vielen Patienten Zahnfleischbluten 
diagnostizieren. Die Formen einer Gingivitis lassen sich in nicht plaqueinduzierte Formen, auch 
unspezifische Traumen wie Verbrennungen, Verätzungen oder mechanische Infiltrate, und in 
plaqueinduzierte Formen unterteilen (Armitage, 1999; Deutsche Gesellschaft für Parodontologie, 
2002). 
Wird die ursächliche Plaque beseitigt, so ist die Gingivitis voll reversibel. Lokale Faktoren, wie 
überstehende Restaurationsränder oder Zahnengstand können eine Plaque begünstigen. Bei 
einer Gingivitis liegt in der reifen Plaque neben der vorherrschenden Flora grampositiver, fakul-
tativ-anaerober Kokken und Stäbchen eine im Vergleich zum gesunden Parodont erhöhte Zahl 
gramnegativer Kokken und Stäbchen vor (Lovegrove, 2004; Lindhe, 2005). 
Plaqueinduzierte Gingivitis kann an Parodontien mit und ohne Attachmentverlust auftreten, der 
jedoch nicht progredient ist (Lindhe, 2005). Klinisch finden sich dentale Plaqueablagerungen im 
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Übergangsbereich Gingiva zu Zahn, diese initiieren marginale Entzündungsreaktionen 
(Lovegrove, 2004; Lang et al., 2009). 
Die Gingivitiden können bei einem reduzierten Immunstatus, der Präsenz von Risikofaktoren, 
inflammatorischen Mediatoren und einem Überhandnehmen der parodontogenen Bakterien auf 
die tieferen Strukturen des Zahnhalteapparats übergreifen und eine Auflösung desmodontaler 
Fasern sowie des Knochens nach sich ziehen (Rateitschak et al., 2004). 
Es ergibt sich folglich eine Taschenbildung im ursprünglichen Bereich des Zahnhalteapparats. 
Einsetzender Knochenabbau bedingt im fortgeschrittenen Stadium eine Zahnlockerung und 
nachfolgenden Zahnverlust (Schroeder, 1996). Anhand des Alters zur Zeit des Krankheitsbe-
ginns, des Schweregrades und der endogenen bzw. exogenen Implizität teilt die heutige Medizin 
die Parodontitis in verschiedene Formen ein (Lautenbach, 1992; Lang, 2003). Ätiologisch liegen 
jeder differenzierten Erscheinungsform - analog zur Karies - die vier essentiellen Faktoren zu 
Grunde, die ausschlieβlich in Ergänzung das Krankheitsbild ergeben: „Wirt“, „Mikroorganismen“, 
„Substrat“ und „Zeit“ (König, 2000). Loe gelang es mit seinen Mitarbeitern bereits 1965 den es-
sentiellen Zusammenhang zwischen entzündlichen parodontalen Erkrankungen und bakteriellen 
Einflüssen herzustellen (Löe, 1965). Quantitativ unterschiedlich verteilte Bakterienspezies bei 
parodontal Erkrankten lieβen verschiedene Formen mit eigener Ätiologie und Wirtsabwehr ver-
muten (Haffajee, 1988). 
Im Gegensatz zur Karies ist es jedoch bei der Parodontitis bis heute nicht möglich, einen spe-
ziellen Keim als bakteriellen Auslöser zu isolieren. Vielmehr rufen bei den unterschiedlichen 
Formen der Parodontitiden eine Reihe von gramnegativen Schlüsselbakterium in Kombination 
das Krankheitsbild hervor. Dazu gehören vor allem Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
(A.a., früher: Actinobacillus actinomycetemcomitans), Prevotella intermedia (P.i.), Porphyromo-
nas gingivalis (P.g.), Tannerella forsythensis, Tannerella denticula und Spirochäten (Dahle et al., 
1993; Wolff, 1994; Lang, 2003; Rateitschak et al., 2004). Die ´American Academy of Periodonto-
logy´ (= AAP) hat in Zusammenarbeit mit der ´European Federation of Periodontology´ (= EFP) 
eine neue Einteilung der verschiedenen Parodontopathien herausgegeben (Armitage, 1999). So 
unterscheiden sich die dort aufgeführte Chronische Parodontitis (= CP, Typ II, chronisch lang-
sam verlaufende PA beim Erwachsenen; ehemals ´Adult Periodontitis´ (= AP)) von der Aggres-
siven Parodontitis (= AP, Typ III, schnell verlaufende PA; ehemals ´Early Onset Periodontitis´ (= 
EOP) und ´Rapid Progressiv Periodontitis´(= RPP)) nicht nur auf Grund des klinischen Erschei-
nungsbildes, sondern auch signifikant durch die differierende subgingivale Flora (Moore & Moo-
re, 1994; Lindhe, 1999; Lang, 1999; Armitage, 1999). Für die Lokale Aggressive Parodontitis (= 
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LAP) ist mittlerweile ein sogenanntes Schlüsselbakterium in Form von A.a. definiert worden 
(Zambo et al., 1983; van Winkelhoff et al., 1994). 
Periimplantitis bezeichnet bakterielle Infektionen an Implantaten mit einer entzündlichen Infiltra-
tion des Weichgewebes und progressivem Knochenverlust (Esposito et al., 1999; Spiekermann, 
1994; Heasmann, 2010). Die Klassifikation nach Spiekermann orientiert sich am röntgenologi-
schen Befund und unterscheidet - je nach dem Umfang des Knochenverlustes - vier Klassen 
(Spiekermann, 1994). Dabei werden horizontale, schüsselförmige, trichterförmige und spaltför-
mige Defektformen unterschieden (Behneke&Behneke, 2004 b). 
Die Ätiologie der Periimplantitis wird heute als multifaktoriell angesehen. Dabei sind mikrobielle, 
biomechanische und kofaktorielle Einflussgröβen zu nennen (Strub et al., 1994; Ratka-Krüger et 
al., 2001; Deppe, 2003 a, Heitz-Mayfield, 2008, Renvert et al., 2008). Für die Ausbildung bezie-
hungsweise den Verlauf periimplantärer Entzündungen werden in der Literatur weitere mögliche 
Kofaktoren genannt, wie biomechanische Überbelastung, die Implantatform und -oberfläche 
sowie immunologische Störungen, beziehungsweise Nikotinabusus (Spiekermann, 1994; Bain, 
2003; Garg, 2010). Die Bedeutung einer keratinisierten Schleimhaut wird kontrovers diskutiert; in 
weiteren Untersuchungen konnte aber ein günstiger Einfluss bei der Prophylaxe periimplantärer 
Infektionen festgestellt werden (Deppe et al., 2004 b).  
Die mikrobielle Flora, die sich an Implantaten mit unauffälliger Mukosa und nicht erhöhten klini-
schen Parametern befindet, entspricht weitgehend der Mikroorganismen um natürliche Zähne. 
Die Besiedelung mit überwiegend grampostitiven fakultativ anaeroben Kokken und Stäbchen 
etabliert sich im Bereich des Implantats kurz nach der Implantatinsertion, auch gramnegative 
Spezies ist in geringer Zahl vorhanden (Keller et al., 1998; Mombelli&Mericske-Stern, 1990; 
Mombelli et al., 1987; Lekholm at al., 1986; Sordyl et al., 1995; Verardi et al., 2011). Bei zahnlo-
sen Patienten finden sich eine höhere Anzahl von Kokken und weniger Stäbchen und Spirochä-
ten um Implantate (Quirynen&Listgarten, 1990; Adell et al., 1990), was auf einen Einfluss der 
parodontalen Situation natürlicher Zähne auf das periimplantäre Weichgewebe hinweist. Studien 
zeigen, dass sich die Entstehung und die Mikroflora einer bakteriell bedingten Periimplantitis mit 
der einer Parodontitis vergleichen lassen (Eke at al., 1998; Lang et al., 1993; Ericson et al., 
1992; Baron et al., 2001, Heitz-Mayfield, 2008; Verardi et al., 2011). 
Es finden sich eine hohe Anzahl parodontal pathogener Keime, wie A.a., P.g., P.i., Bacteroides 
forsythus und Treponema denticola (Hultin et al., 2002). 
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1.2  Zytokine 
Die nötige Kommunikation zwischen Abwehrzellen und Körperzellen untereinander erfolgt zum 
einen über Zell-Zell-Interaktionen, zum anderen über Abwehr-Botenstoffe, sog. Zytokine und 
Hormone. 
Zytokine sind (Glyko-)Proteine, die von vielen Zellen gebildet werden können (Horn et al., 2002). 
Stärke und Dauer der Immun- und Entzündungsreaktion werden durch diese Proteine gesteuert 
(Roitt, 1993). Ihre Wirkung entfalten diese vorwiegend in unmittelbarer Nähe der sezernierenden 
Zellen. Ihre Halbwertzeit ist sehr kurz und liegt im Minutenbereich. Zytokine können autokrin, 
parakrin und endokrin wirken, je nachdem in welcher Konzentration diese gebildet werden und 
ob diese die Blutbahn erreichen (Horn et al., 2002). Ein Groβteil der Zytokine wird als Interleuki-
ne bezeichnet, die zum Teil im Dienst der unspezifischen Abwehr stehen, zum Teil Aufgaben im 
Rahmen der spezifischen Abwehr erfüllen. Zytokine wirken im Körper nicht alleine, sondern im 
Komplex mit mehreren anderen Zytokinen, die additiv, synergistisch oder antagonistisch wirken. 
Es lassen sich somit Zytokine unterscheiden, die eine proliferative Wirkung entfalten und solche, 
die eine hemmende Wirkung auf das Zellwachstum bewirken (Horn et al., 2002). 
Allgemein kontrollieren Zytokine Wachstum, Differenzierung und das Überleben von Zellen.  
Ebenso sind Zytokine an der Apoptose beteiligt (Schooltink et al., 2003). Als Wachstumsfakto-
ren beeinflussen Zytokine die Hämatopoese und Lymphopoese und regulieren die Entwick-
lung von Vorläuferzellen zu differenzierten Zelltypen. Auβerdem wirken diese stimulierend 
auf die Zellproliferation (Doenecke et al., 2005; Löffler et al., 2007; Culig, 2010). Als Inter-
leukine übernehmen Zytokine vielfältige Aufgaben in der Regulation der Immunabwehr, der 
Entzündungsreaktion, der Hämatopoese und der Apoptose (Schooltink et al., 2003; Hansbro 
et al., 2011).  
Zytokine besitzen groβe Bedeutung für die Antwort der angeborenen und erworbenen Immunität 
auf eine Infektion (Romagnani, 2000; Janeway, 2002; Miller et al., 2011). Exogene Pathogene, 
die an Makrophagen andocken und diese somit aktivieren, sind für die Sekretion der Zytokine 
verantwortlich. 
In der frühen Phase einer Infektion führt die Interaktion zwischen pathogenen Keimen und Zellen 
der angeborenen Immunabwehr (neutrophile Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen) zu 
einer Induktion der Zytokine TNF–α, IL-1, IL–6, IL-8, IL-12, IL–18 und des Chemokins IL-8 (Doe-
necke et al., 2005, Schooltink et al., 2003; Theoharides et al.,2010).  
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Die Zytokine aktivieren Zellen der erworbenen Immunabwehr (Th1- und Th2-Zellen) und führen 
somit zur Ausbildung einer protektiven Immunantwort. Dieses Zusammenspiel ist maβgeblich an 
der Ausbildung einer genetisch bedingten Resistenz beteiligt (Wilkie&Mallard, 1999). Entschei-
dend für den physiologischen Ablauf der Entzündungsreaktion ist dabei ein Gleichgewicht zwi-
schen fördernden und hemmenden Einflüssen.  
Als proinflammatorische Zytokine werden Mediatoren bezeichnet, die die Entzündungsreaktion 
fördern, wie zum Beispiel IL-1, IL-6 und TNF-α. Als antiinflammatorische gelten diejenigen, die 
eine hemmende Wirkung auf die Aktivität proinflammatorischer Zytokine haben, wie IL-4, IL-10 
und IL-3 (Koolmann et al., 2002). 
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1.3 Interleukin-4 (IL-4) 
Interleukin-4 (IL-4) ist ein pleiotropes Molekül, welches eine Vielzahl physiologischer Effekte auf 
unterschiedliche Zielzellen während der Immunantwort ausüben kann (Paul, 1991; Brown et al., 
1997). Dazu gehören immunmodulatorische Effekte (B- und T-Zellen), antiinflammatorische Ef-
fekte (Monozyten), proinflammatorische Effekte (Endothelialzellen) und profibrotische Effekte 
(Fibroblasten) (Paul&Seder, 1994). Das Protein gehört neben IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-
21 und Erythropoetin zur Strukturfamilie der Hämatoproteine (Heldin, 1995; Parrish-Novak et al., 
2000). Es ist ein monomeres, 129 Aminosäuren langes Protein mit einem theoretischen Moleku-
largewicht von 15 kDa und einem hohen isoelektrischen Punkt, der zwischen 9,6 und 10,5 liegen 
kann. Das Protein weist zwei potentielle N-Glykosilierungsstellen an den Positionen N38 und 
N105 auf, deren Glykosilierung für seine biologische Aktivität jedoch nicht notwendig ist (Jaya-
ram et al., 1989). Im humanen System wurden IL-4 Varianten mit unterschiedlichen Molekular-
gewichten zwischen 15 und 19 kDa nachgewiesen (Paul, 1991), was auf eine heterogene Gly-
kosilierung des Proteins hindeutet. Die Struktur von IL-4 wurde unabhängig voneinander sowohl 
mittels NMR Spektroskopie (Powers et al., 1992; Smith et al., 1992) als auch mittels Röntgen-
strukturanalyse aufgeklärt. Das Molekül besteht aus vier α-Helices (αA, αB, αC und αD), die 
gebündelt angeordnet sind. IL-4 kann an zwei Typen von Rezeptoren binden. Diese Rezeptoren 
sind Heterodimere und setzten sich entweder aus der IL-4Rα-Kette, die auch als CD124 be-
zeichnet wird, in Kombination mit der γc-Kette (Russel et al., 1993; Kondo et al., 1993; Letzelter 
et al., 1998; Typ-1-Rezeptor) oder aus dem Heterodimer von IL-4Rα mit IL-13α1 als akzessori-
scher Kette (Tony et al., 1994; Obiri et al., 1995 und 1997; Miloux et al., 1997; Typ-2-Rezeptor) 
zusammen. 
Die Produktion von IL-4 kann von verschiedenen Typen von aktivierten T-Zellen (Paul und Se-
der, 1994; Yoshimoto und Paul, 1994; Ferrick et al., 1995; Chen und Paul, 1997), Basophilen 
und Mastzellen (Seder und Paul, 1994) sowie von Eosinophilen (Dubucqoi et al., 1994, Keegan, 
2000a) erfolgen. Als antiinflammatorisches Zytokin hat IL-4 eine hemmende Wirkung auf die 
Entzündungsreaktion und steht im Dienste der spezifischen Abwehr (Horn et al., 2002). Die Wir-
kung von IL-4, die polyklonale Proliferation kostimulierter B-Zellen von Mäusen zu induzieren, 
wurde im Jahre 1982 entdeckt (Howard et al., 1982). Nach der Klonierung humaner IL-4 cDNA 
(Yokota et al., 1986) wurde ein weites Spektrum biologischer Effekte des Zytokins auf hämato-
poetische und nicht-hämatopoetische Zellen nachgewiesen. Wachstumsfördernde Wirkungen 
auf T-Zellen (Mitchell et al., 1989), ebenso auf Endothelzellen (Toi et al., 1991) und Fibroblasten 
(Feghali et al., 1992) wurden aufgedeckt. 
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IL-4 ist an der Reifung von B-Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen durch die 
Induktion des Immunglobulinklassenwechsel von IgM zu IgG1 und IgE (Snapper et al., 1988; 
Coffman et al., 1993; Kuhn et al., 1991) oder IgA (Silbernagel et al., 2002) beteiligt. Auch für die 
Expression von Oberflächen-IgM (Shields et al., 1989), von MHC-Klasse II (Noelle et al., 1984; 
Rousset et al., 1988) und des niedrig-affinen IgE-Rezeptors CD23 (Conrad et al., 1988; Defran-
ce et al., 1987) auf B-Zellen spielt IL-4 eine entscheidende Rolle. Bei der Aktivierung von B-
Zellen zur Produktion von IgE Antikörpern ist IL-4 verantwortlich für die Entstehung von allergi-
schen Reaktionen und dadurch für die Freisetzung diverser Mediatoren (Histamine, Prostaglan-
dine, Leukutriene und Cytokine), die die typischen inflammatorischen Prozesse auslösen und 
die Aufrechterhaltung der allergischen Reaktion begünstigen (Janeway et al., 2002). Das Protein 
ist für die Differenzierung von T-Helfer-(Th-)0-Vorläuferzellen zu Th2-Zellen verantwortlich und 
ist so ausschlaggebend an der Entwicklung einer humoralen Immunantwort beteiligt (Maggi et 
al., 1992; Scott, 1991; Seder et al., 1992). Basierend auf der Zytokin-Synthese von CD4+T-
Helfer-Zellen von Mäusen wurde gezeigt, dass sich zwei Zelltypen unterscheiden lassen: Th1-
Zellen und Th2-Zellen. Th1-Zellen haben die Aufgabe IL-2 und IFN-γ zu sezernieren, Th2-Zellen 
sezernieren dagegen IL-4, IL-5, IL-10 (Mosmann et al., 1986).  
Beim Menschen lassen sich ebenfalls T-Zell-Subpopulationen mit ähnlicher Polarität beobachten 
(Romagnani, 1994), die jedoch nicht immer voneinander zu unterscheiden sind (ursprünglich: 
die Grenzen zwischen Th1- und Th2-Zellen nicht immer leicht gezogen werden können). Inzwi-
schen ist deutlich geworden, dass es viele Überlappungen zwischen den Subpopulationen gibt 
und Zytokin-Muster gesehen werden, die sich keinem bekannten Phänotyp eindeutig zuordnen 
lassen. Ob es sich bei der Menge an Populationen um transiente Antworten auf Immunstimuli 
handelt, um unterschiedliche Stadien der Zellentwicklung oder ob es sich um eine endliche Viel-
zahl definierter Phänotypen handelt, konnte bisher nicht in letzter Konsequenz geklärt werden.  
Trotzdem ist es möglich, den unterschiedlichen Immunreaktionen eine definierte Th1- oder Th2-
Zellantwort mit streng korrelierender Zytokin-Produktion zu zuordnen. Somit bleibt die Th1-Th2-
Dichotomie auch weiterhin als eine sinnvolle funktionelle Einteilung bestehen (Mosmann&Sad, 
1996). Die Th1-Zellen stellen ihren Dienst vor allem in die zellvermittelnde Immunität, während 
die Aufgaben der Th2-Zellen hauptsächlich in der humoralen Immunantwort zu sehen sind. Th2-
Zellen reagieren auf die von B-Zellen präsentierten Antigene, sind für die beschleunigte Sekreti-
on von Antikörpern, vor allem von IgE, verantwortlich und unterstützen Proliferation und Funkti-
on von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten (Mosmann&Sad, 1996).  
Durch die dargestellten biologischen Funktionen ist IL-4 in der Lage, eine Vielzahl der Th2-
assoziierten Eigenschaften zu vermitteln. Für eine hohe Transkriptionsaktivität und Überexpres-
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sion ist einer der bekannten Polymorphismen im Promotor des IL-4 Genes verantwortlich (Song 
et al., 1996). 
Bisher sind für den IL-4Rezeptor (IL-4R) zwei Polymorphismen bekannt. Ihr Auftreten korreliert 
mit erhöhter IgE-Produktion und atopischen Erkrankungen (Hershey et al., 1997; Mitsuyasu et 
al., 1998). In einigen Studien wird bestätigt, dass IL-4 zum einen einen direkten wachstums-
hemmenden Effekt auf leukämische Zellen haben kann (Akashi, 1993) und dass das Zytokin 
eine wichtige Rolle bei der immunologischen Abwehr maligner Zellen inne hat. Es wurde nach-
gewiesen, dass IL-4 die DNA-Synthese Ph1-positiver ALL-Blasten vom B-Zell Phänotyp suppri-
miert (Okabe et al., 1991) und dass das Zytokin weiterhin in der Lage ist, dosisabhängig das 
Wachstum von Ph1-positiven ALL-Zelllinien zu hemmen. Dadurch kommt es auch zu einer ge-
koppelten Hemmung der Tyrosinkinase-Aktivität. 
Es wird also davon ausgegangen, dass es durch die Bindung von IL-4 an seinen spezifischen 
Rezeptor zu einem noch nicht bekannten Mechanismus und dadurch zur Hemmung der bcr-abl-
Tyrosinkinase kommt. Durch Inhibition der „autokrinen“ Produktion von IL-6 oder GM-CSF übt 
IL-4 gleichzeitig auch eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von Zellen der chronischen 
myelomonozytären Leukämie (CMMoL) aus (Akashi et al., 1991). Dieser Effekt ist jedoch nur in 
der chronischen Phase der Erkrankung wirksam, während in der akuten Phase ein direkter 
wachstumsstimulierender Einfluβ von IL-4 überwiegt (Yanagisawa et al., 1995). Ein hemmender 
Einfluss von IL-4 lieβ sich in den meisten Fällen auch bei akuten myeloischen Leukämien mit 
myelomonozytärer Differenzierung (M4/M5-AML) in vitro beobachten. Da unter Zugabe von IL-6 
keine Änderung zu erkennen ist, kann der Effekt nicht durch eine alleinige Hemmung der au-
tokrinen IL-6-Produktion durch IL-4 erklärt werden (Jansen et al., 1993). Durch Einwirken von IL-
4 auf zytotoxische Zellen ist eine indirekte Wirkung auf Tumorzellen möglich. Werden unspezi-
fisch wirkende zytotoxische Zellen aktiviert, so spielt IL-4 im Gegensatz zu IL-2 eine untergeord-
nete Rolle.  
In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass T-Zell-Klone, die in Anwesenheit von IL-4 
kultiviert wurden, eine höhere zytolytische Aktivität zeigten als Zellen, die nur in IL-2 kultiviert 
wurden (Grusby et al., 1990). Bei den Zellen, welche in IL-4, nicht aber in IL-2 gewachsen wa-
ren, wurde die Expression einer Lipase entdeckt, die an dem zytolytischen Prozess beteiligt zu 
sein scheint. 
Weiter konnte gezeigt werden, dass IL-4 die Expression des Nukleären Faktors E2 (NF-E2) 
Transkriptionsfaktors in menschlichen Megakaryocyten und Megakaryoblasten herunterreguliert 
und damit ihre Reifung hemmt (Catani et al., 2001). IL-4 blockiert die IFN-γ sezerierenden TH1-
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Zellen und verschiebt damit die Immunanwort in Richtung humorale Immunantwort (Romagnani, 
2006). 
In Verbindung mit IFN-γ wurde nachgewiesen, dass IL-4 die Bildung und Entwicklung einer wei-
teren proinflammatorischen T-Zell-Untereinheit, der TH17-Zellen, hemmt (Laurence et al., 2007). 
Bei Autoimmunerkrankungen in der Behandlung von Psoriasispatienten wird IL-4 hilfreich einge-
setzt (Ghoreschi et al., 2003). Nachgewiesen wurde auch eine hemmende Wirkung von IL-4 auf 
Osteoklastenbildung bei Arthritispatienten, die unkontrolliert sonst zur Knochenresorption führen 
kann (Miossec et al., 1994; Kamel et al., 2005).  
Durch die hemmende Wirkung auf die Produktion der inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und 
TNF-α verschiebt IL-4 die Abwehrlage in Richtung humorale Abwehr (Horn et al., 2002). 
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1.4 Defensine 
Defensine sind antimikrobielle Peptide mit antimikrobieller Wirkung gegen grampositive und 
gramnegative Bakterien, Pilze und einige membranumgebende Viren und gehören dem angebo-
renen Immunsystem an (Ganz, 2003). Auβerdem haben Defensine einen immunmodulatori-
schen Effekt und wirken somit auf einige Zellen des Immunsystems chemotaktisch oder 
proinflammatorisch (Lehrer, 2004). 
Defensine lassen sich in die Untergruppen α- und β-Defensine unterteilen, welche sich durch 
den jeweiligen Cysteingehalt und die entsprechenden intramolekularen Verknüpfungen (Disul-
fidbrücken) unterscheiden (Ganz&Weiss, 1997). Die Disulfidbrücken dienen der Stabilisierung 
der dreidimensionalen Struktur der α- und β- Defensine, die sich aus α- Helix- und β- Faltblatt-
strukturelementen zusammensetzen (Hill et al., 1991). Die bisher beschriebenen α- Defensine 
sind Humanes Neutrophiles Peptid (HnP) 1-4 und Humanes Defensin 5-6. 
Die bekannten β-Defensine heiβen Humane β-Defensine (HBD) 1-4 (Fellermann et al., 2001; 
Garcia et al., 2001, Harder et al., 2000; Lehrer&Ganz, 1999; Krisanaprakornkit et al., 2000; 
Nicolas et al., 1995; Schröder, 1999b). In Epithelien des Interstitiums, der Trachea, des Uro-
genitaltraktes, der Vagina, der Tonsillen, der Epithelien der Haut bzw. Schleimhaut, der Zunge, 
der Speicheldrüsen und in Keratinozyten des oralen Gewebes werden die β-Defensine expri-
miert (Dale&Krisanaprakornkit, 2001; Dunsche et al., 2001 und 2002; Ganz, 2003; Islam et al., 
2001; Krisanaprakornkit et al., 1998; Takahashio et al., 2001). Die Expression in Pulpazellen 
konnte 2005 nachgewiesen werden (Dommisch et al., 2005a, Chung et al., 2007). 
Die häufig enthaltenen positiven Aminosäuren Lysin und Arginin sorgen für die positive Nettola-
dung der Defensine (Kationen). Defensine haben ein Molekulargewicht von 3,5-6,5 kDa und 
enthalten 33-47 Aminosäuren (Hill et al., 1991). 
Aufgrund zahlreicher Experimente wird angenommen, dass Defensine eine wichtige Rolle in den 
ersten Stadien einer Infektion spielen (Initiale Immunantwort) (Lehrer, 2004; Ganz, 2003). 
In-vitro-Versuche haben gezeigt, dass Defensine schon bei mikromolaren Konzentrationen eine 
biologische Aktivität entfalten können. Je nach Bakterienstamm ist diese Aktivität in Bezug auf 
die antimikrobiellen Eigenschaften abhängig von der Salz- bzw. Plasmakonzentration. Der Wir-
kungsmechanismus antimikrobieller Peptide lässt sich in mehrere Phasen untergliedern. Die 
amphiphilen Defensine binden in der ersten Phase, der Initialphase, mit der positiv geladenen 
Seite an die äuβere, negativ geladene Membran der Bakterien. Durch das vorherrschende 
transmembrane Potential und elektrostatische Kräfte können diese mit dem hydrophoben Anteil 
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in die Lipidschicht der Bakterien eindringen und sich zu einer sogenannten Teppichformation 
zusammenlagern („carpet-model“) (Hover et al., 2000; Ganz, 2003). Die Spannung der bakteriel-
len Membran wird dadurch so verändert, dass die Defensine zu Oligomeren aggieren und po-
ren- bzw. spannungsabhängige Kanäle ausbilden können („wormhole-“oder „pore-model“) (Hill 
et al., 1991). Die kationischen Aminosäuren Arginin und Lysin ordnen sich um die ca. 25 Å gro-
βen Hohlräume der Poren bzw. Kanäle (Ganz, 2003). Es entsteht eine zylindrische Anordnung 
der Defensinaggregate (Schröder, 1999a). Zum einen wird die Membranspannung dadurch wie-
der herabgesetzt, andererseits erhöht sich die Permeabilität für niedermolekulare Substanzen 
(Ganz, 2003). Folge sind ein vollständiger Ladungs- und Wasseraustausch, sowie Io-
nentransport durch die Membran, die den osmotischen Zelltod des Mikroorganismus nach sich 
ziehen (Schröder, 1999a). 
In Versuchen mit Membran-depolarisierenden Substanzen konnte gezeigt werden, dass Defen-
sine ein negatives Membranpotential benötigen, um an die Lipidschicht binden zu können (Hill et 
al., 1991). Ein hoher elektrischer Potentialgradient kann nur durch lebensfähige Bakterien auf-
recht erhalten werden und ist damit essentiell für die antimikrobielle Wirkung humaner β-
Defensine (Schröder, 1999a). Die Membranzusammensetzung bei humanen Zellen ist mit der 
der Bakterienzellen nicht identisch. Dadurch entstehen auch Unterschiede in den membranalen 
Potentialgradienten. So ist es körpereigenen Zellen möglich, sich vor autotoxischen Reaktionen 
durch Defensine zu schützen. Darüber hinaus enthalten humane Zellmembranen einen hohen 
Anteil an Cholesterol, dem ein hemmender Effekt auf die biologische Aktivität der Defensine 
nachgewiesen wurde (Schröder, 1999a). 
1.4.1 β-Defensine 
β-Defensine sind niedermolekulare, kationische Peptide und weisen eine Länge von 35-50 Ami-
nosäuren mit antiparalleler Faltung auf (Schulz et al., 2005). Sie besitzen sechs Cysteinreste, 
die untereinander drei charakteristische Disulfidbrücken, auf den Positionen 1:5, 2:4 und 3:6, 
ausbilden (Miyasaki&Lehrer, 1998). 
Humane β-Defensine werden zunächst als Präpropeptide synthetisiert (Dale und Krisanapra-
kornkit, 2001) und nach der Reifung in primären, sauren Granula gespeichert. Später fusionieren 
diese mit Phagozytose-Vesikeln (Ganz, 2003). 
Die Synthese humaner β-Defensine in gingivalen Epithelzellen wird durch die Anwesenheit pa-
thogener Mikrooorganismen stimuliert. Dieser Mechanismus könnte ausschlaggebend für die 
Aufrechterhaltung des oralen Milieus im Sinne einer Balance zwischen mikrobieller Besiedelung 
und epithelialer Abwehr sein (Dale, 2000; Chung et al., 2007). 
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Neben antimikrobiellen Eigenschaften besitzen Defensine im Rahmen des angeborenen 
Immunsystems zytokin-ähnliche und chemotaktische Funktionen (Lehrer, 2004; Niyonsaba 
et al., 2004; Yang et al., 1999; Yang et al., 2000). Darüber hinaus stimulieren β-Defensine 
Epithelzellen zur Synthese von immunmodulatorischen Botenstoffen (IL-6,-10 und -18) (Niy-
onsaba et al., 2007, Dommisch et al., 2007) und haben positive Einflüsse auf ihre Migration 
und Proliferation (Niyosaba et al., 2007). 
1.4.1.1 Humanes-β-Defensin-1 (hBD-1) 
Erstmals isoliert wurde das Humane-β-Defensin-1 (hBD-1) aus dem Plasma von Patienten mit 
fortgeschrittenen, entzündlichen Nierenerkrankungen und die Epithelzellen des Urogenitaltrakts 
dabei als Syntheseort für hBD-1 entdeckt (Bensch et al., 1995). Die Expression von hBD-1 wur-
de anschlieβend auch in Epithelien der Haut (Schröder, 1999b), der Mundschleimhaut (Dunsche 
et al., 2002), des Gastrointestinaltraktes (Islam et al., 2001), des Respirationstraktes (Harder et 
al., 1997) und auch in Odontoblastenzellen nachgewiesen (Dommisch et al., 2005a). HBD-1 
wirkt bakterizid gegen gramnegative Bakterien (Dale et al., 2001; Dunsche et al., 2001; Ganz et 
al., 1997; Harder et al., 1997; Krisanaprakornkit et al., 1998; Mathews et al., 1999; Sahasrabud-
he et al., 2000). 
Das humane β-Defensin-1 ist ein basisches Peptid mit einem Molekulargewicht von 3,9 kDa und 
aus 36 Aminosäuren aufgebaut (Schröder, 1999). Intramolekular bestehen drei Disulfidbrücken, 
wodurch die entsprechende Peptidkonformation bestimmt wird (Bensch et al., 1995; Diamond et 
al., 1996). 
HBD-1 besitzt eine besonders hohe Wirksamkeit gegenüber Escherichia coli (E. coli) und eine 
breite Wirksamkeit gegenüber anderen verschiedenartigen Bakterien und Pilzen (Tanida et al., 
2003). Das Wirkungsspektrum erstreckt sich unterschiedlich selektiv auf die auf den Epithelien 
vorhandene Mikroflora (Schröder, 1999; Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Jurevic et al., 2003). 
HBD-1 wird als konstitutiv exprimiertes antimikrobielles Peptid humaner Epithelien angesehen 
(Schröder, 1999). 
1.4.1.2 Humanes-β-Defensin-2 (hBD-2) 
Humanes-β-Defensin-2 wurde 1997 erstmals in der menschlichen Epidermis von Psoriasispa-
tienten isoliert und bestimmt (Schröder&Harder et al., 1999). Es ist ein basisches Peptid mit ei-
nem Molekulargewicht von 4 kDa und 41 Aminosäureresten mit einer groβen Anzahl von Arginin 
und Lysin (Harder et al., 1997, Schröder, 1999b). Sowohl in den Epithelien der Haut, der Mund-
schleimhaut, des Gastrointestinaltraktes, des Respirationstraktes und ebenfalls in Odon-
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toblasten konnte eine bakteriell induzierbare Expression von hBD-2 gezeigt werden (Schröder, 
1999b; Dunsche et al., 2002; Islam et al., 2001; Harder et al., 1997; Dommisch et al., 2005a). 
Durch Inkubation kultivierter Epithelzellen mit Bakterien, deren Stoffwechselprodukten oder mit 
Zytokinen konnte eine vermehrte Synthese von hBD-2 im Vergleich zur unstimulierten Kultur 
gezeigt werden (Schröder, 1999). Weiterhin zeigte sich eine effektive, antimikrobielle Aktivität 
gegenüber gramnegativen Bakterien und Candida albicans, während lediglich bakteriostatische 
Effekte auf grampositive Bakterien nachzuweisen waren. Das Epithel der Mundschleimhaut und 
die Odontoblastenzellschicht der Pulpa weisen im Gegensatz zu den epithelialen Geweben e-
benfalls die Expression von hBD-2 unter gesunden Bedingungen auf (Dale&Krisanaprakornkit, 
2001; Dunsche et al., 2002; Dommisch et al., 2005a/b). 
Als Faktoren, die unter gesunden Bedingungen zu dieser Expression führen, werden neben dem 
auch kommensal vorkommenden Fusobacterium nucleatum, ebenfalls Zytokine und hormonelle 
(neuroendokrine) Einflüsse diskutiert (Dale, 2000; Ganz, 2003; Krisanaprakornkit et al., 2000). 
HBD-2 unterscheidet sich von anderen humanen antimikrobiellen Peptiden durch seine hohe 
Wirksamkeit gegenüber gram-negativen Erregern wie Candida albicans, E. coli, F. nucleatum., 
Pseudomonas aeruginosa und Hefe (Dale&Krisanaprakornkit, 2001; Sawasaki et al., 2002; 
Meyer et al., 2004) sowie bakteriostatisch gegenüber grampositiven Bakterien, wie Staphylo-
coccus aureus (Harder et al., 1997). Eine Wirksamkeit gegenüber grampositiven Erregern, wie 
dem Bakterium Staphylococcus aureus, zeigte sich lediglich in der Hemmung des Wachstums 
(Schröder, 1999; Harder et al., 1997; Dunsche et al., 2002). 
Beim Vergleich von erkrankter und gesunder Gingiva konnten unterschiedliche Genexpressions-
raten von hBD-1 und -2 festgestellt werden (Dommisch et al., 2005b). Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Genexpression von hBD-2 über den Proteinase-aktivierten Rezeptor-2 in Gingi-
vaepithelzellen durch das parodontopathogene Bakterium Porphyromonas gingivalis stimuliert 
wird (Dommisch et al., 2007c). 
1.5 Mediatorfunktionen humaner β-Defensine 
Humane β-Defensine weisen neben antimikrobiellen Eigenschaften gegenüber Mikroorganismen 
auch chemotaktische und zytokin-ähnliche Mediatorfunktionen im Rahmen des angeborenen 
Immunsystems auf (Lehrer, 2004; Niyonsaba et al., 2004; Yang et al., 1999; Yang et al., 
2000). Direkte Effekte des humanen β-Defensin-2 auf unausgereifte, dendritische Zellen konn-
ten innerhalb des Epithelverbandes nachgewiesen werden. In diesem Kontext wurde beobach-
tet, dass hBD-2 maβgeblich an der Ausreifung dendritischer Zellen beteiligt ist. 
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Weiterhin haben humane β-Defensine zusätzlich zu der zytokin-ähnlichen Wirkung auch chemo-
taktische Eigenschaften inne. Die β-Defensine dienen dazu, die lokale Präsenz von Zellen der 
Immunabwehr zu fördern. Es gelang bis jetzt in Zellkulturexperimenten chemotaktische Einflüs-
se auf die Rekrutierung von Monozyten, T-Gedächtniszellen (Yang et al., 1999), Mastzellen und 
neutrophilen Granulozyten nachzuweisen (Niyonsaba et al., 2004). 
Eine Studie hat gezeigt, dass humane β-Defensine auch einen direkten Effekt auf Epithelzellen 
(Keratinozyten) in Bezug auf die Synthese immunmodulatorischer Botenstoffe erzeugen können. 
Es war möglich, den Anstieg der Expression von Interleukin-6, -10 und -18 sowie des 
Makrophagen inflammatorischen Peptids-3alpha (MIP-3α) und den positiven Einfluss auf die 
Migration und Proliferation als unmittelbare Antwort auf die Anwesenheit humaner β-Defensine 
zu beobachen (Niyonsaba et al., 2007) und weiterhin die Wirkungsweise humaner β-Defensine 
auf die epitheliale Zelldifferenzierung zu zeigen. 
In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass humane β-Defensine in der Lage sind positive, 
direkte Einflüsse auf Migration und Proliferation von Epithelzellen auszuüben (Niyonsaba et al., 
2007). 
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1.6  Mediatoren der Immunantwort  
1.6.1 CC-Chemokin-Ligand-20 (CCL20) 
CCL20 ist ein homeostatisches und inflammatorisches Chemokin der CC-Familie. Es zeigt eine 
niedrige Sequenzähnlichkeit mit anderen humanen CC-Chemokinen. 
Die konstitutive Expression von CCL20, welches früher auch als liver and activation-regulated 
chemokine (LARC) bezeichnet wurde, ist ursprünglich in der Leber beschrieben worden (Hies-
hima et al., 1997). Weiter ist CCL20 auch in Mukosa-assoziiertem lymphatischen Gewebe 
(MALT), anderem lymphatische Gewebe sowie Lungengewebe konstitutiv exprimiert (Hromas et 
al., 1997, Schutyser et al., 2003). CCL20 ist ebenfalls in Makrophagen, dendritischen Zellen 
(DC), B-Zellen, T-Zellen und eosinophilen Granulozyten vorhanden. Darüberhinaus wurde eine 
niedrige konstitutive CCL20 Expression für Kolonmukosa, Pankreas, Prostata, Zervix und Haut 
beschrieben (Schutyser et al., 2003). Die Expression von CCL20 zeigt sich ebenso in verschie-
denen malignen Geweben wie u.a. beim kolorektalen Karzinom (KRK), Nierenzellkarzinom, 
Mammakarzinom, Pankreaskarzinom, Zervixkarzinom, Endometriumkarzinom, Melanom, papil-
lären Schilddrüsenkarzinom, Lymphom, Leukämie, Glioblastom und beim hepatozellulären Kar-
zinom nachgewiesen (Schutyser et al., 2003). Im Darmepithel wird CCL20 besonders im Decke-
pithel der Peyer’schen Plaques gebildet und ist zuständig für die lokale Migration von dendriti-
schen Zellen (DC) und die Expression seines Rezeptors CCR6 (Iwasaki et al., 2000; Tanaka et 
al., 1999). 
Die Sekretion von CCL20 findet hauptsächlich auf der basolateralen Seite der Mukosazellen 
statt. Die CCL20 Sekretion wird gesteigert sowohl durch proinflammatorische Stimuli wie TNF-α 
und IL-1β (Izadpanah et al., 2001, Fuijiie et al., 2001, Kwon et al., 2002) als auch durch bakteri-
elle Invasion. Eine Steigerung von CCL20-m-RNA und CCL20-Proteinexpression in Epithelzel-
len ist in vivo wie auch in vitro nachzuweisen (Fujii et al., 2004; Idzadpanah et al., 2001; Schee-
rens et al., 2001). 
Die Expression von CCL20 in diesem breiten Spektrum von Zell- und Gewebetypen, sowie die 
Vielfalt von CCL20-induzierenden Substanzen lassen darauf schlieβen, dass CCL20 und CCR6 
vor allem die epitheliale Oberfläche betreffend ebenso in normalen, wie in pathologischen Pro-
zessen, involviert sind. Dies betrifft vor allem die Haut und die Mukosa unter entzündlichen Be-
dingungen. Das Ligand-Rezeptor-Paar CCL20/CCR6 ist verantwortlich für die Chemoattraktion 
von unreifen DC bei intestinaler Entzündung oder Antigen-Stimulation (Caux et al., 2000), sowie 
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für die Chemoattraktion von Effektor-Gedächtnis-T- und B-Zellen (Fujii et al., 2004; Idzadpanah 
et al., 2001; Scheerens et al., 2001). 
1.6.2 Interleukin-1β (IL-1β)  
Interleukin-1 ist eine Zytokinfamilie bestehend aus zwei agonistisch wirkenden pleiotropen 
Proteinen IL-α und IL-β. Beide Zytokine werden anfangs als 31 kD-Präproteine synthetisiert und 
später durch ihre spezifischen Proteinasen zu reifen 17 kD-Proteinen gespalten. 
Interleukin-1β (IL-1β) ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches zahlreiche Funktionen so-
wohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immunabwehr übernimmt (Janeway, 2002). 
Es besitzt ein geringes Molekulargewicht von 15 kDa. 
IL-1β ist nur als reifes Sekretprotein aktiv (Dinarello, 2005) und wird hauptsächlich von Blut-
Monozyten aber auch von polymorphkernigen Granulozyten, Gefäβendothelzellen, Epithelzellen, 
Keratinozyten, Fibroblasten, T- und B-Lymphozyten, Osteoklasten und Osteozyten produziert 
(Dinarello, 1996). Das Zytokin ist ein zentraler Botenstoff in der Antwort des Gastorganismus auf 
eine Reihe von Fremdeinflüssen, wie zum Beispiel Lipopolysaccharide als exogene Pyrogene 
(Dinarello, 2005). 
Es stimuliert die Bildung weiterer Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF- α), aktiviert die Gewebe-
migration von neutrophilen Granulozyten und induziert die Proliferation von T- und B-
Lymphozyten mit anschlieβender Immunglobulinbildung (Dinarello, 2005; Sell, 2001). 
Neben der Rolle als vielseitiger Mediator des Immunsystems stimuliert Interleukin-1β die Biosyn-
these von Cyclooxigenase und Prostaglandin E2, was zu generellen Symptomen wie Fieber füh-
ren kann (Schmidt, 2000; Rivest et al, 2000). Mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen 
konnte die Expression von Interleukin-1β in den Gangepithel- und Azinuszellen der Speicheldrü-
se nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine verstärkte Immunreaktion in den Gang-
epithelien der chronischen Sialadenitis und in autoimmunologisch verändertem Speicheldrüsen-
gewebe (Sjögren Syndrom) (Cauli et al., 1995). Zusätzlich konnten experimentelle Untersu-
chungen in einem Mausmodell zeigen, dass Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien die 
Genexpression von Interleukin-1β in der Glandula submandibularis stimuliert (Yao et al., 2005). 
IL-1β triggert die Interleukin-6-Freisetzung und bewirkt im Knochenmark die vermehrte Frei-
setzung neutrophiler Granulozyten (Rivest et al., 2000). 
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1.6.3 Interleukin-8 (IL-8) 
Interleukin-8 ist ein Chemokin der CXC-Familie. Es wird von Monozyten, Makrophagen, 
neutrophilen Granulozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Pulpafibroblasten (Patel et al., 2003) 
sowie Odontoblasten (van Furth, 1992; Dommisch et al., 2007b; Levin et al., 1999) synthetisiert. 
IL-8 wirkt als chemotaktischer Faktor für neutrophile und basophile Granulozyten sowie für T-
Lymphozyten und führt in diesen Zellen zur Stoffwechselaktivierung (Xie, 2001). Es erhöht die 
Chemotaxis für alle bekannten beweglichen Immunzellen. Ähnlich wie IL-6 kann es durch Viren, 
bakterielle Lipopolysaccharide, TNF-α und ebenso durch Concanavalin A, doppelsträngige RNA, 
IL-1β, IL-7 und IL-17 induziert werden.  
In verschiedenen Experimenten mit Pulpafibroblasten konnte die gesteigerte IL-8-Konzentration 
nach Stimulation mit Prevotella intermedia (Tokuda et al., 2002), F. nucleatum (Thaweboon et 
al., 2006), Lipopolysaccharide des Bakteriums E. coli (Chang et al., 2005), Substanz P, Strepto-
coccus mutans (S. mutans) (Dommisch et al., 2011) und calcitonin gene-related peptide (Patel 
et al., 2003) nachgewiesen werden. Auch die Expression von IL-8 in der Odontoblastenzell-
schicht nach Stimulation mit LPS des E. coli wurde demonstriert (Levin et al., 1999). Vergleich-
bar mit IL-6 konnte die mRNA-Expression von IL-8 in odontoblasten-ähnlichen Zellen nach Sti-
mulation mit dem antimikrobiellen Peptid hBD-2 beschrieben werden (Dommisch et al. 2007b). 
Für Odontoblasten der Zahnpulpa konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression von IL-8 
durch LPS von E. coli sowie von hBD-2 stimuliert werden kann (Levin et al., 1999). 
Ein wichtiger Angriffspunkt des Chemokins sind neutrophile Granulozyten. IL-8 stellt einen star-
ken proinflammatorischen Mediator dar und wirkt auβerdem pro-angiogen (Xie, 2001). 
Synthetisiert wird IL-8 in Form eines Propeptids, posttranslational findet durch limitierte Proteo-
lyse eine Umwandlung zu verschiedenen Wirkformen statt. 
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1.7 Ziel der Arbeit und Fragestellungen 
Hauptziel der Arbeit war es zu klären, ob humane β-Defensine in Gingivaepithel- (GECs) und 
Gingivafibroblastenzellen (HGFs) als Teil der antiinflammatorischen Regulation bzw. Antwort, 
also unter Einfluss von IL-4, exprimiert bzw. reguliert werden. Ein weiteres Ziel war es, den Ein-
fluss des Zytokins IL-4 auf das Genexpressionsmuster des Chemokins CCL20 und der Zytokine 
IL-1β und IL-8 in GECs und HGFs zu untersuchen und zu analysieren.  
 
Fragestellungen, die im Rahmen dieser Arbeit angegangen werden: 
1. Ist die Expression der humanen β-Defensine-1, und -2 in HGFs in vitro nachweisbar? 
2. Zeigt die Applikation von IL-4 Effekte auf die Genexpression der humanen β-Defensine 
hBD-1 und hBD-2 in beiden Zellgruppen GECs unf HGFs? 
3. Beeinflusst IL-4 die Genexpression von CCL20? 
4. Beeinflusst IL-4 die Genexpression der proinflammatorischen Mediatoren IL-1β und IL-8? 
5. Welchen Einfluss hat die zeitliche Dauer der Applikation von IL-4 auf die Genexpression 
der Zielgene in GECs und HGFs? 
6. Können Unterschiede zischen GECs und HGFs festgestellt werden? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Versuchsaufbau 
Im Rahmen routinemäβig durchgeführter oralchirurgischer Maβnahmen wurden Gingivaepithel-
zellen (GECs) sowie Gingivafibroblastenzellen (HGFs) gewonnen (2.3). Mit Hilfe dieser Gewebe 
wurden weitere GECs und HGFs kultiviert. Diese wurden auf die Expression von Mediatoren des 
Immunsystems untersucht (2.4) und mit humanen IL-4 stimuliert. Die Versuche der GECs und 
HGFs wurden in einem 3-fach-Ansatz mit Zellen von drei unterschiedlichen Donoren durchge-
führt. Zur Auswertung der Genexpression wurde die quantitative Real-Time-PCR herangezogen. 
2.2 Material und Reagenzien 
Die in den Versuchsreihen verwendeten Kulturschalen und Zellschaber wurden von der Fa. La-
bomedic GmbH (Bonn) bezogen. Die benötigten Eppendorf- Tubes und Pipettenspitzen zur 
Durchführung der Versuche wurden von der Fa. Sarstedt (Nümbrecht) geliefert. Das Zellkultur-
medium DMEM (Dulbecco`s Modified Eagles-Medium) zur Anzucht der Zellen stammt von der 
Fa. PAA Laboratories GmbH (Cölbe). KGM wurde von Promocell (Heidelberg) bezogen. Das in 
den Versuchsreihen verwendete Aqua dest. wurde von der Fa. Braun Melsungen AG (Melsun-
gen) verwendet. Der Trypsininhibitor wurde von der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
bezogen. Die Trypsin-EDTA-Lösung wurde von der Fa. Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) Ge-
liefert und CO2 wurde von der Fa. Linde (Höllriegelskreuth) bestellt. IL-4 kam von Promokine 
(Heidelberg). 
2.3 Probengewinnung oraler Gewebe 
Bei den Versuchen wurden GECs und HGFs verwendet. Die Zellen stammen von gesunden 
Patienten, die sich aus oral-chirurgischen Gründen in der Behandlung der Poliklinik für Chirurgi-
sche Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (Direktor: Prof. Dr. G. Wahl) im Universitätsklinikum 
Bonn befanden. Die Versuche der GECs und HGFs wurden in einem 3-fach-Ansatz mit Zellen 
von drei unterschiedlichen Donoren durchgeführt. Die GECs stammen von einer Patientin, gebo-
ren am 18.09.1987, von einer Patientin, geboren am 16.09.1983 und einem Patienten, geboren 
am 05.03.1981. Die HGFs stammen von einem Patienten, geboren am 13.02.1989, einem Pati-
enten, geboren am 14.05.1990, und einer Patientin, geboren am 12.06.1993. Die Patienten wur-
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den ausreichend darüber aufgeklärt, dass mit ihrem Einverständnis zur Probenentnahme keine 
zusätzlichen Materialentnahmen verbunden seien. Nach der Probenentnahme wurden die Zellen 
unmittelbar post operationem für die Zellkultur vorbereitet. Diese Studie wurde von der Ethik-
kommission der Universität Bonn geprüft und genehmigt (Antrag Ethikkommission AZ.: 142/05). 
2.4 Kultur primärer Zellen 
Die Gewebeproben wurden sofort nach der Entnahme aseptisch in 4 ml Kulturmedium, beste-
hend aus DMEM, 10% FCS, Penicillin, Streptomycin und Amphotericin von der Fa. PAA Labora-
tories GmbH (Cölbe), kultiviert. Ein Inkubator der Fa. Thermo (Dreieich) wurde für die Kultivie-
rung der Zellen bei 37°C und 5% CO2 verwendet. Das Kulturmedium wurde im Zwei-
Tagesrhythmus gewechselt. Für die Anzucht einer Zellkulturen wurden ca. 4 Wochen in An-
spruch genommen.  Hatten die Zellen eine Konfluenz von 90% erreicht, wurden diese in Kryo-
röhrchen von der Fa. Nalgene CRYOWARE™(Nunc International, Rochester, NY, USA) über-
führt und bei -80°C eingefroren. Im Rahmen vorangegangener Untersuchungen im Labor der 
Poliklinik für Parodontologie, Zahnerhaltung und Präventive Zahnheilkunde des Zentrums für 
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn, wurde 
die Kultur der Gingivaepithelzellen zur Kontrolle der Genexpression der oben genannten Gene 
etabliert.  
Gingivagewebeproben wurden über Nacht bei 4°C in 1 ml Dispase-4 (Fa. PAA) inkubiert, an-
schlieβend wurde die Epithelschicht isoliert. Zell-Zell-Kontakte der Epithelzellen wurden durch 
eine 30 minütige Inkubation bei 37°C in 1 ml Trypsin-EDTA-Lösung proteolytisch hydrolysiert. 
Die so gewonnenen Epithelzellen wurden dreimal mit je 1 ml DMEM/10% FCS gewaschen, um 
die Protease zu inaktivieren. Anschlieβend sind die Zellen in 4 ml Kulturmedium (KGM= keranti-
nocyte growth medium) eingebracht und danach bei 37°C und 5% CO2 in einem Inkubator der 
Fa. Thermo (Dreieich) inkubiert worden. Für die Genexpressionsanalyse wurden die Zellen zu 
einer Konfluenz von ca. 80%-90% herangezüchtet. 
Gingivafibroblasten wurden mit 4 ml PBS gewaschen, der Überstand wurde entfernt. 1ml 1-fach 
Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%) wurde hinzugefügt, die Inkubation dauerte über 5-10 min. bei 
37°C. Als Zellen sich vom Boden zu lösen begannen, wurden diese in Falcon-Röhrchen pippet-
tiert, 5ml DMEM wurde hinzupipettiert. Abzentrifugiert wurde die Lösung bei 800rpm bei 5°C 
über 5 min. Der Überstand wurde verworfen. Ein Pellet wurde in 1ml DMEM resuspendiert, in 
eine große Flasche T75 mit 24 ml DMEM pipettiert. 1ml Zellsuspension wurde dazupipettiert und 
in den Brutscharank bei 37°C gegeben. Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt, dar-
aufhin alle 2 Tage. Die Trypsinierung war erreicht, wenn die Flasche bis zu 80% bewachsen 
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war. Das Medium wurde darauhin verworfen, die Flasche mit 4ml PBS gewaschen und mit 4ml 
1-fach Trypsin/EDTA für 5-10 min. inkubiert. 
 
 
2.5 Molekularbiologische Experimente zur qualitativen 
Genexpressionsanalyse 
2.5.1 Qualitative Genexpressionsdarstellung 
Die Gesamt-RNA wurde für die qualitative Genexpressionsanalyse von GECs und HGFs mit 
dem RNeasy Protect Mini Kit von der Fa. Qiagen (Hilden) extrahiert. Die Extraktion erfolgte nach 
Herstellerprotokoll für humane Zellkulturen. Alle Gewebeproben wurden mit dem entsprechen-
den Äquivalent Lysis-Puffer RLT (10 µl 2-Mercaptoethanol; 990 µl RLT) versetzt und homogeni-
siert. Die gelösten Proben wurden auf eine RNeasy-Säule pipettiert und zentrifugiert (10.000 
rpm; 15 Sekunden). Es folgte nach Zugabe von 700 µl RW1-Puffer ein weiterer Zentrifugati-
onsschritt (10.000 rpm; 15 Sekunden). Die Säulen wurden zweimal mit 500 µl RPE-Puffer gewa-
schen (10.000 rpm; 2 Minuten). Als letzter Schritt erfolgte die Eluation der auf den Säulen ge-
bundenen RNA zweimal mit je 50 µl RNAse-freiem Aqua dest. (10.000 rpm; 1 Minute). Das Er-
gebnis von 100 µl Volumen Gesamt-RNA wurde bei -80°C gelagert. 
Zur cDNA-Erststrangsynthese wurden aus jeder Probe jeweils 8 µl Gesamt-RNA mit 1 µl dNTP-
Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP) und 1 µl Oligo(dT)-Primer (0,5 µg/µl) vermischt und 5 
Minuten bei 65°C denaturiert. Die Proben wurden auf Raumtemperatur abgekühlt und daraufhin 
mit 2 µl 10fach RT-Puffer, 4 µl MgCl2 (25 mM), 2 µl DTT (Dithiothreitol) (100 mM), 1 µl RNase-
OUT (40 U/µl), 1 µl SuperScript™ II Reverse Transkriptase (50 U/µl) versetzt und für 50 Minuten 
bei 42°C inkubiert. Das Gemisch wurde anschlieβend für 15 Minuten bei 72°C denaturiert. Durch 
die Zugabe von 1 µl RNase H (2 U/µl) für 20 Minuten bei 37°C folgte der RNase-Verdau. Die für 
alle Versuche verwendeten Reagenzien wurden von der Fa. Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezo-
gen. 
2.5.2 Standard-Polymerasekettenreation 
Für die qualitative Amplifizierung der Gene hBD-1, -2, CCL20 , IL-8 und IL-1 β wurden jeweils 1 
µl der entsprechenden cDNA mit 5 µl dNTP (1 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 5 µl 10fach Puf-
fer, je 1 µl Primer (100 pmol/µl), 1,5 µl MgCl2 (50 mM), 0,2 µl Taq DNA Pol (5 U/µl) und 35,3 µl 
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Aqua dest. vermischt. Die Reagenzien wurden von der Fa. Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bestellt 
und die Standard-RT-PCR in dem Thermocycler MyCycler™ der Fa Bio-Rad Laboratories (Mün-
chen) durchgeführt. Zu Beginn der PCR wurde eine Denaturierungsphase von 5 Minuten bei 
95°C angesetzt. Innerhalb eines PCR-Zyklus fand zunächst eine Denaturierung der cDNA-
Moleküle statt (95 °C; 15 Sekunden). Darauf folgte die Hybridisierung der Primer an die cDNA-
Fragmente bei optimaler Annealingtemperatur (je nach Gen 56-64°C; 30 Sekunden). Im An-
schluss erfolgte die Elongationsphase (72°C, 60 Sekunden). Insgesamt umfasste die PCR 40 
dieser Zyklen (siehe Tabelle 1). 
 
Gen PCR-Primersequenzen 
► 5´-CATGGATGATGATATCGCCGCG-3´ 
β-Aktin 
◄  5´-ACATGATCTGGGTCATCTTCTGC-3´ 
► 5´-CATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3´ hBD-1 
◄  5´-TCACTTGCAGCACTTGGCCTT-3´ 
► 5´-CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT-3´ hBD-2 
◄  5´-CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC-3´ 
► 5’-TTTATTGTGGGCTTCACACG-3’ CCL20 
◄ 5’-GATTTGCGCACACAGACAAC-3’ 
► 5´-ATGGCAGAAGTACCTGAGCTCGC-3´ IL-1β 
◄  5´-TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTG-3‚ 
► 5´-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG-3´ IL-8 
◄ 5´-TAGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC-3´ 
Tabelle 1: Darstellung der PCR-Primersequenzen der bei der Standard und der Real-Time-PCR 
verwendeten Primer 
2.6 Stimulation von GECs und HGFs mit IL-4 
Das humane Zytokin IL-4 wurde von Santa Cruz (Heidelberg) geliefert. Zellen der 2. Passage 
wurden für die Stimulationsversuche in Kulturschalen (Durchmesser: 35 mm) mit 2 ml Kulturme-
dium, bestehend aus DMEM, 10% FCS, Penicillin, Streptomycin und Amphotericin von der Fa. 
PAA Laboratories GmbH zu einer Zelldichte von 80-90% Konfluenz etabliert. Als Kontrolle wurde 
PBS (phosphate buffered saline) dem Kulturmedium hinzugefügt. Unmittelbar vor Versuchsbe-
ginn wurde das Kulturmedium mit serumfreiem Medium ausgetauscht. Das humane IL-4 wurde 
in einer Konzentration von 1ng/ml auf die GECs und HGFs gegeben und bei 37°C inkubiert. 
Nach Abschluss der Stimulation über den Zeitraum 0, 30, 120 und 240 Minuten wurde das Me-
dium mit samt dem humanen IL-4 aus der Zellkulturschale aspiriert. Anschlieβend erfolgte die 
Zellysis, RNA-Extraktion und cDNA-Synthese wie unter 2.7 beschrieben. 
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2.7 Quantitative Genexpressionsdarstellung 
Die quantitative Genexpressionsanalyse erfolgte in GECs und HGFs. Nach Abschluss der Sti-
mulationsversuche aus Punkt 2.6 wurden die mRNA-Extraktion und die cDNA-Synthese für die 
quantitative Genexpressionsanalyse in GECs und HGFs wie unter Punkt 2.7.1 beschrieben 
durchgeführt. 
2.7.1 Real-Time-Polymerasekettenreaktion 
Zur Durchführung der quantitativen Amplifizierung der Gene hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8 
wurde der iCycler der Fa. Bio-Rad (München) zu Hilfe genommen, mit dem die Real-Time-PCR-
Analysen durchgeführt wurden. Die Detektion der PCR-Produkte erfolgte mit dem im Reagenz-
mix enthaltenen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen I®. Dieser Farbstoff bindet in 
der doppelsträngigen DNA und fluoresziert bei einer Wellenlänge von 490 nm. Auf diese Weise 
konnte eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung des PCR-Produktes Zyklus für Zyklus aufge-
zeichnet werden. Da nach einer Denaturierung der DNA diese einzelsträngig wird, verhindert 
diese dadurch eine Interkalation mit dem Farbstoff. Die Primer hybridisieren während der An-
nealing-Phase an der Zielsequenz der DNA-Matrize und generieren in der Elongationsphase 
einen Doppelstrang, in den sich der Farbstoff somit mehr und mehr einlagern kann. Ist das Ende 
einer Elongationsphase erreicht, stellt sich ein Maximum an gebundenem SYBR-Green®-
Farbstoff dar. Während dieser Phase eines Zyklus in der Polymerasekettenreaktion wird die 
Messung mit Hilfe der iCycler®-Kamera durchgeführt. 
Der beschriebene Ablauf wiederholt sich in jedem Zyklus, so dass es möglich ist, auf einem an-
geschlossenen Computermonitor das gemessene Fluoreszenzsignal zu einem beliebigen Zeit-
punkt abzulesen. Am Ende wird die Polymerasekettenreaktion als exponentielle Funktion gra-
phisch dargestellt. Die iCyler®-Software errechnet eine so genannte Schwellenlinie (Baseline), 
welche den Übergang des Graphen in die exponentielle Phase der Polymerasekettenreaktion 
markiert. So beschreibt dieser Übergang das Erreichen einer PCR-Produktkonzentration, die 
höher ist als die Hintergrundfluoreszenz im Reagenzgefäβ (Gibson et al., 1996).  
Wird die exponentielle Phase erreicht, ergibt diese den so genannten Schwellenwert [„threshold 
cycle“ (Ct-Wert)], der anhand der Zyklenzahl festgelegt wird. Je später, d.h. mit zunehmender 
Zyklenzahl, die Probe diese Schwelle erreicht, desto geringer fällt die Konzentration der cDNA 
aus (Higuchi et al., 1993). 
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Zur Durchführung der quantitativen Amplifizierung wurde jeweils 1 µl der entsprechenden cDNA 
zu einem Mix aus 0,125 µl Primer (je 100 pmol/µl), 12,5 µl iQ™SYBR® Green Supermix [MgCl2 
(6 mM)], dNTP (0,4 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP), Taq DNA Pol (50 U/ml), SYBR Green (20 
nM), pH 8,4) und 11,375 µl Aqua dest. (RNase-frei) gegeben. Die Reagenzien wurden von der 
Fa. Bio-Rad (München) bezogen. Um dem Entstehen unterschiedlicher Konzentrationen durch 
ungenaues Pipetieren zu entgehen, wurde ein Gesamtgemisch („Mastermix“) aus dem 
iQ™SYBR® Green Supermix, Aqua dest. und Primern hergestellt. 
Die Denaturierungsphase am Anfang der PCR wurde auf 3 Minuten bei 95°C gesetzt. Innerhalb 
eines Real-Time-PCR-Zyklus fand zunächst eine Denaturierung der cDNA-Moleküle statt (95 °C; 
15 Sekunden). Darauf folgte die Hybridisierung der Primer an die cDNA-Fragmente bei optima-
ler Annealingtemperatur (je nach Gen 56-64°C; 30 Sekunden). Im Anschluss fand die Elongati-
onsphase (72°C, 30 Sekunden) statt.  Die Real-Time-PCR zeigte in Summe 40 dieser Zyklen. 
Jedes Experiment setzte sich aus einer PCR-Negativkontrolle, sowie der jeweiligen cDNA-Probe 
und einer Verdünnungsreihe der PCR-Positivkontrolle zusammen. Bei der PCR-Negativkontrolle 
wurde anstatt cDNA Wasser zum Probenmix gegeben. Es sollte hier keinerlei PCR-Produkt ent-
stehen bzw. gemessen werden. Damit die durch unterschiedliche Primer generierten Werte bzw. 
zwei getrennte Real-Time-Polymerasekettenreaktionen miteinander verglichen werden konnten, 
mussten die Primereffizienzen bestimmt werden. Diese wurden mit Hilfe von Verdünnungsreihen 
der klonierten cDNA (Standard) über eine Standardkurve ermittelt, die einer Linearregression, 
umgekehrt zur logarithmischen Funktion der Fluoreszenzaufzeichnung aus der PCR besteht. 
Aus der Steigung dieser Standardkurve ließ sich der Wert für die Primereffizienz ermitteln. 
2.8 Auswertung der quantitativen PCR 
Anhand der unstimulierten Kontrolle und des Housekeeping-Gens β-Aktin wurden alle unter-
suchten Proben ausgewertet. Wie schon gezeigt wurde, wird die β-Aktin mRNA in allen Zellen in 
einem nahezu gleichen Verhältnis exprimiert (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Ke et al., 2000; 
Bustin, 2002; Vandesompele et al., 2002). 
Um die quantitativen Real-Time-PCR auswerten zu können, wurde die Normalisierung der Er-
gebnisse anhand der Genexpression von den β-Aktin-Primern zur Normalisierung der Ergebnis-
se vorgenommen (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Ke et al., 2000; Bustin, 2002; Vandesompe-
le et al., 2002). 
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Alle Ergebnisse wurden zunächst durch den oben beschriebenen Schwellenwert (Ct-Wert) dar-
gestellt.  
Mit der Methode nach Pfaffl ist es möglich, die Änderung der Genexpression im Vergleich zum 
Housekeeping-Gen und zur unstimulierten Kontrolle zu ermitteln.  
Der Wert wird hier als x-fache Änderung der entsprechenden Genexpression angegeben (Pfaffl, 
2001).  
Im ersten Schritt wurde die Primereffizienz der Referenz- und der Zielprimer errechnet. 
E = 10 (–1/Steigung der Standardkurve) = Effizienz 
Formel 1: Primereffizienz 
Die Berechnung der jeweiligen ∆Ct-Werte der einzelnen Proben erfolgte in einem weiteren Re-
chenschritt.  
Es wurde eine Differenz gebildet, bei welcher der ∆Ct-Wert aus dem Ct-Wert des House-
keeping-Genes und dem des Zielgens der unstimulierten Kontrolle ermittelt wurde. Dieses ent-
sprach der Referenz. 
Die zweite Differenz für den ∆Ct-Wert wurde aus dem Ct-Wert des House-Keeping-Genes und 
dem des Zielgens der untersuchten Probe (Wert für das Zielgen) berechnet.  
Die Ermittlung des entsprechenden Quotienten, welcher die x-fache Änderung der Genexpressi-
on angab, fand in einer weiteren Formel statt: 
 
Quotient = (EZielgen)
_ct-Zielgen(Kontrolle-Probe) / (EReferenz)_ct-Referenz(Kontrolle-Probe) 
Formel 2: Quotient der Änderung der Genexpression (Pfaffl, 2001) 
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2.9 Statistische Auswertung der quantitativen 
Genexpressionsanalyse 
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS (Student Version 18), lizenziert für 
das Universitätsklinikum Bonn, durchgeführt. 
Es wurde eine rein deskriptive Statistik erhoben, wobei der Mittelwert, Minimum, Maximum und 
die Standardabweichung angegeben worden sind. 
Zur Aussage von Genexpressionsänderungen ist die Analyse bezüglich des gesamten Zeitinter-
valls (t0 bis 240 Minuten) berücksichtigt worden. 
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3 Ergebnisse 
Im Rahmen oralchirurgischer Eingriffe wurden Gingivaepithelzellen (GECs) und Gingiva-
fibroblastenzellen (HGFs) gewonnen. Es folgte die qualitative Genexpressionsanalyse der hu-
manen β-Defensine-1 und -2 sowie des Chemokins CCL20 und der Interleukine IL-1β und IL-8 
in den oben genannten GECs und HGFs (siehe 9.1). Zum Schluss wurde die quantitative Ge-
nexpressionsanalyse von hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8 nach Stimulation von GECs und 
HGFs mit dem humanen Zytokin IL-4 durchgeführt. 
3.1 Qualitative Genexpressionsanalyse 
Zur qualitativen Genexpressionsanalyse der humanen β-Defensine-1 und -2, des Chemokins 
CCL20 und der Interleukine IL-1β und IL-8 wurden GECs und HGFs auf die Anwesenheit der 
bereits genannten Gene untersucht.  
Als Housekeeping-Gen wurde bei allen Versuchen β-Aktin verwendet. 
 
Gen  Gingivafibroblastenzellen Gingivaepithelzellen 
hBD-1 + ++ 
hBD-2 + ++ 
CCL20 + ++ 
IL-1 β + ++ 
IL-8 + ++ 
 
Tabelle 2: Genexpression von hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8 in GECs und HGFs; 
+=detektiert. Die Genexpressionsprofile für hBD-1, hBD-2, CCL20, IL-1 β, IL-8 zeigen höhere 
Werte in GECs vs HGFs. 
In beiden Zellgruppen konnte die in vivo Genexpression von hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8 
gezeigt werden.  
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3.2 Optimierung der Real-Time-PCR 
Um die Bedingungen der Real-Time-PCR zu verbessern, wurde für jedes Primerpaar mit Hilfe 
gepolter cDNA das Temperaturoptimum bestimmt.  
Mit Hilfe von Verdünnungsreihen wurden die Effizienzen zur Berechnung der relativen Ge-
nexpressionen nach Pfaffl (2001) ermittelt, diese sind in Tabelle 3 dargestellt. 
Unter optimalen Bedingungen generiert die PCR mit cDNA Proben eine einzelne DNA-Bande, 
wobei gleichzeitig keine Bande mit Wasser als PCR-Negativkontrolle erkennbar ist. 
 
Gen Effizienz 
β-Aktin 1,85 
hBD-1 2,08 
hBD-2 2,05 
CCL20 2,40 
IL-1 β 1,85 
IL-8 1,94 
Tabelle 3: Darstellung der Effizienzen von β-Aktin, hBD-1, hBD-2, CCL20, IL-1β und IL-8 aus 
der Real-Time-PCR 
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3.3 Quantitative Genexpressionsanalyse 
Aufgrund der Ergebnisse der qualitativen Expressionasanalyse wurden in der Versuchsreihe 
Gingivaepithelzellen (GECs) und Gingivafibroblastenzellen (HGFs) in einem 3-fach Ansatz mit 
IL-4 in einer Konzentration von 1 ng/ml stimuliert.  
Im Anschluss daran wurden die Genexpressionsraten von hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8 wie 
unter 2.7-2.9 beschrieben, bestimmt.  
Alle untersuchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und des Housekeeping- 
Gens β-Aktin ausgewertet. 
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3.3.1 Genexpression von hBD-1 nach Stimulation mit IL-4 bei GECs 
 
Die Expression von hBD-1 konnte sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten GECs nach-
gewiesen werden.  
Im Zeitversuch über t30, t120 und t240 wurde eine gleichbleibende Expressionsleistung von 
hBD-1 bei unstimulierten GECs verzeichnet. Nach Stimulation von GECs mit IL-4 wurde inner-
halb des Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle keine 
signifikante Änderung der Expressionsleistung festgestellt (siehe Abbildung 1). 
 
 
 Abbildung 1: relative Genexpression von hBD-1 bei GECs 
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1 bei GECs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Insgesamt konnte nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 keine signifikante Änderung 
der Genexpression von hBD-1 festgestellt werden. 
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3.3.2 Genexpression von hBD-2 nach Stimulation mit IL-4 bei GECs 
 
Sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten GECs konnte die Expression von hBD-2 nach-
gewiesen werden. 
Eine Expressionssteigerung wurde im Zeitversuch über t30, t120 und t240 von hBD-2 bei unsti-
mulierten GECs bei t240 verzeichnet. Im Vergleich zu t30 und t120 steigt die Expression bei 
t240 deutlich an (P=0,011). Nach Stimulation von GECs mit IL-4 zeigte sich innerhalb des Zeit-
versuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zu t30 (P=0,03) und t120 (P=0,025) eine deutlich 
gesteigerte Expressionsleistung von hBD-2 bei t240 (siehe Abbildung 2). 
 
 
 Abbildung 2: relative Genexpression von hBD-2 bei GECs 
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-2 bei GECs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Erkennbar bei t240 ist eine signifikant gesteigerte Genexpression von hBD-2 in GECs 
nach Stimulation mit IL-4 im Vergleich zu t120 (P=0,25) und t30 (P=0,03). 
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3.3.3 Genexpression von CCL20 nach Stimulation mit IL-4 bei GECs 
 
Nachweisbar ist die Expression von CCL20 sowohl in unstimulierten wie auch in stimulierten 
GECs. 
Bei CCL20 konnte bei unstimulierten GECs im Zeitversuch über t30, t120 und t240 und nach 
Stimulation von GECs mit dem Gen IL-4 über die gesamte Zeit keine geänderte Expressionsra-
ten verzeichnet werden (siehe Abbildung 3). 
 
 
 Abbildung 3: relative Genexpression von CCL20 bei GECs 
Darstellung der relativen Genexpression von CCL20 bei GECs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 war insgesamt keine signifikante Änderung der 
Genexpression von CCL20 feststellbar. 
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3.3.4 Genexpression von IL-1β nach Stimulation mit IL-4 bei GECs 
 
Die Expression von IL-1β ließ sich sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten GECs nach-
weisen. 
Im Zeitversuch über t30, t120 und t240 wurde keine veränderte Expressionsleistung von IL-1β 
bei unstimulierten GECs festgestellt. Nach anschließender Stimulierung von GECs mit IL-4 
konnte innerhalb des Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle keine Genexpressionsänderung von IL-1β verzeichnet werden (siehe Abbildung 4). 
 
 
 Abbildung 4: relative Genexpression von IL-1β bei GECs 
Darstellung der relativen Genexpression von IL-1β bei GECs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Eine signifikante Änderung der Genexpression von IL-1β nach der Stimulation mit 1 
ng/ml IL-4 ließ sich nicht feststellen. 
44 
3.3.5 Genexpression von IL-8 nach Stimulation mit IL-4 bei GECs 
 
Die Expression von IL-8 konnte sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten GECs nachge-
wiesen werden.  
Eine gleichbleibende Expressionsleistung wurde für das Gen IL-8 über die Zeit über t30, t120 
und t240 bei unstimulierten GECs registriert. Nach Stimulation von GECs mit IL-4 ließ sich in-
nerhalb des Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle keine 
Änderung der Expression von IL-8 feststellen (siehe Abbildung 5). 
 
 
 Abbildung 5: relative Genexpression von IL-8 bei GECs 
Darstellung der relativen Genexpression von IL-8 bei GECs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Insgesamt war nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 keine signifikante Änderung der 
Genexpression von IL-8 festzustellen. 
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3.3.6  Genexpression von hBD-1 nach Stimulation mit IL-4 bei HGFs 
 
In unstimulierten wie auch in stimulierten HGFs ließ sich die Expression von hBD-1 nachweisen.  
Bei unstimulierten HGFs wurde innerhalb des Stimulationszeitraumes über t30, t120 und t240 
eine gleichbleibende Expressionsleistung von hBD-1 bei verzeichnet.  
Nach Stimulation von HGFs mit IL-4 wurde innerhalb des Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle keine geänderte Expression von hBD-1 festgestellt (siehe 
Abbildung 6). 
 
 
 Abbildung 6: relative Genexpression von hBD-1 bei HGFs 
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1 bei HGFs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Insgesamt konnte nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 keine signifikante Änderung 
der Genexpression von hBD-1 festgestellt werden. 
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3.3.7  Genexpression von hBD-2 nach Stimulation mit IL-4 bei HGFs 
 
Nachgewiesen werden konnte die Expression von hBD-2 sowohl in unstimulierten als auch in 
stimulierten HGFs.  
Bei hBD-2 wurde im Zeitversuch über t30, t120 und t240 eine gleichbleibende Expressionsleis-
tung bei unstimulierten HGFs registriert. Nach Stimulation von HGFs mit IL-4 war innerhalb des 
Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle die Tendenz einer 
gesteigerten Genexpression von hBD-2 bei t30 zu verzeichnen (P=0,053). Bei t240 zeigte sich 
eine verminderte Expressionsleistung von hBD-2 (P=0,029) im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle (siehe Abbildung 7). 
 
 
 Abbildung 7: relative Genexpression von hBD-2 bei HGFs 
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-2 bei HGFs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Es ließ sich eine Tendenz zur erhöhten Genexpression von hBD-2 bei t30 nach Stimu-
lation mit IL-4 bei HGFs (P=0,053) feststellen. Nach t240 zeigte sich die Genexpression der 
mRNA von hBD-2 erniedrigt (P=0,029). 
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3.3.8 Genexpression von CCL20 nach Stimulation mit IL-4 bei HGFs 
 
Sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten HGFs war die Expression von CCL20 nach-
weisbar.  
Eine Veränderung im Expressionsmuster von CCL20 zeigte sich im Zeitversuch über t30, t120 
und t240 bei unstimulierten HGFs bei t240. Nach Stimulation von HGFs mit IL-4 konnte inner-
halb des Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle insge-
samt eine gesteigerte Expressionsleistung von CCL20 bei t30 (P=0,016) festgestellt werden 
(siehe Abbildung 8). 
 
 
 Abbildung: 8 relative Genexpression von CCL20 bei HGFs 
Darstellung der relativen Genexpression von CCL20 bei HGFs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Ein signifikanter Unterschied in der Genexpression von CCL20 bei t30 ließ sich nach 
Stimulation mit IL-4 (P=0,016) im Vergleich zum unstimulierten Kontrollwert t30 nachweisen. 
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3.3.9 Genexpression von IL-1β nach Stimulation mit IL-4 bei HGFs 
 
In unstimulierten wie auch in stimulierten HGFs konnte die Expression von IL-1β nachgewiesen 
werden.  
Insgesamt wurde im Zeitversuch über t30, t120 und t240 eine gleichbleibende Expressionsleis-
tung von IL-1β  bei unstimulierten HGFs registriert. Nach Stimulation von HGFs mit IL-4 konnte 
innerhalb des Zeitversuchs von t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle über 
den gesamten Stimulationszeitraum keine Änderungen beobachtet werden (siehe Abbildung 9). 
 
 
 Abbildung 9: relative Genexpression von IL-1β bei HGFs 
Darstellung der relativen Genexpression von IL-1β bei HGFs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken).  
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Eine signifikante Änderung der Genexpression von IL-1β konnte nach der Stimulation 
mit 1 ng/ml IL-4 nicht festgestellt werden. 
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3.3.10 Genexpression von IL-8 nach Stimulation mit IL-4 bei HGFs 
 
Nachweisbar ist die Expression von IL-8 sowohl bei unstimulierten als auch bei stimulierten 
HGFs.  
Bei unstimulierten HGFs konnte im Zeitversuch über t30, t120 und t240 eine gleichbleibende 
Expressionsleistung von IL-8 festgestellt werden. Eine signifikant geänderte Expressionsleistung 
von IL-8 (P=0,019) ließ sich nach Stimulation von HGFs mit IL-4 innerhalb des Zeitversuchs von 
t30, t120 und t240 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle bei t30 registrieren (siehe Abbil-
dung10). 
 
 
 Abbildung 10: relative Genexpression von IL-8 bei HGFs 
Darstellung der relativen Genexpression von IL-8 bei HGFs ohne Stimulation (Kontroll-
wert=dunkler Balken) und nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 (hellgrauer Balken). 
Die Balken entsprechen den Mittelwerten, die Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-
chungen. Ein signifikanter Unterschied war in der Genexpression von IL-8 bei t30 nach Stimula-
tion mit IL-4 (P=0,019) festzustellen. 
50 
4 Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an Kulturen von Gingivaepithel- (GECs) und 
Gingivafibroblastenzellen (HGFs) durchgeführt. Für die Anzucht dieser Zellen konnten im Rah-
men routinemäβig durchgeführter oralchirurgischer Eingriffe Biopsien der Gingiva gewonnen 
werden. Mit Hilfe dieser Gewebe wurden weitere gingivale Epithelzellen (GECs) und 
Fibroblasten (HGFs) kultiviert.  
Die Epithelien der Mundhöhle sind einem ständigen Mikroorganismenkontakt ausgesetzt und in 
der Lage, eine physikalische und chemische Barriere auszubilden und damit aktiv gegen die 
bakterielle Besiedelung zu reagieren (Schröder, 1999a). Das marginale Parodont oder auch 
Gingiva, ist ektodermalen Ursprungs und lässt sich aufteilen in Saumepithel, orales Sulkuse-
pithel und orales Gingivaepithel (Lindhe, 2005). Das Epithel ist in Form eines primären Epithe-
lansatzes über Hemidesmosomen und eine interne Basallamina aus Glycoproteinen und Kolla-
gen am Schmelz verankert. Im oralen Gingivaepithel finden sich stets eine Reihe nichtepithelia-
ler Zellen wie Melanozyten, Merkelzellen, Langerhanszellen und kleine Lymphozyten. Das paro-
dontale Ligament, auch Desmodont, ist ein zell-und faserreiches, derbes Bindegewebe, das 
ektomesenchymalen Ursprungs ist. Zu den zellulären Elementen zählen Fibroblasten, Zemen-
toblasten, Osteoblasten, Epithelzellen, Abwehrzellen und neurovaskuläre Elemente.  
Die Hauptaufgabe der Fibroblasten ist die Bildung des Bindegewebes und der Grundsubstanz, 
vor allem bei der Wundheilung zeigen diese eine hohe Mitoseaktivität (Ulfig, 2003). 
Die spezifischen Kompartimente der peripheren Infektionsabwehr der Gingiva schützen zumeist 
wirkungsvoll vor der Invasion von Bakterien der dentogingivalen Region. Eine Protektion gegen 
bakterielle Infektionen wird sowohl von der epithelialen als auch der Bindegewebskomponente 
der Gingiva gewährleistet. Die Lamina propria der Gingiva stellt dazu die zellulären und humora-
len Immunkomponenten bereit (Lindhe, 2005). 
 
Ziel dieser Arbeit war es, zunächst die Genexpression der humanen β-Defensine hBD-1 und 
hBD-2, des Chemokins CCL20 und der Interleukine IL-1β und IL-8 in HGFs nachzuweisen und 
den Einfluss von IL-4 auf die Genexpression antimikrobieller Peptide und proinflammatorischer 
Mediatoren in gingivalen Zellen zu untersuchen. 
Anhand der gewonnenen Zellen erfolgte eine qualitative Genexpressionsanalyse von hBD-1, -2, 
CCL20, IL-1β und IL-8 mit Hilfe der RT-PCR. 
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Anschlieβend wurde eine quantitative Genexpressionsanalyse von hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und 
IL-8 nach Stimulation mit 1ng/ml Interleukin IL-4 bei GECs und HGFs mit Hilfe der RT-Real-
Time-PCR durchgeführt. Die Konzentration von IL-4 mit 1ng/ml wurde gewählt, weil sie unter-
halb der Grenze liegt, bei der die Proliferation von Zellen angeregt werden könnte, da die Proli-
feration und damit auch die Differenzierung von Zellen zu einer per se gesteigerten Genexpres-
sion von z.B. hBD-2 führen könnte (Courneya et al., 2010; Yang et al., 1996), ebenso wie die 
Migration, welche bei 1ng/ml unverändert bleibt (Volpert et al., 1998). Die Konzentration wurde 
für diese Arbeit mit 1ng/ml des Weiteren so gewählt, dass diese biologisch effektiv ist (Asano-
Kato et al., 2005). 
In einem thermozyklischen Verfahren, der Polymerasekettenreaktion (PCR), wurde die Expres-
sionsbestimmung aller untersuchten Gene (hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8) durchgeführt. Es 
ist möglich, während dieser Reaktion kleine Mengen spezifischer DNA-Fragmente mit hoher 
Ausbeute (exponentiell) zu amplifizieren. Die Real-Time-Polymerasekettenreaktion, welche zur 
quantitativen Analyse der Genexpressionen verwendet wurde, ist wesentlich sensitiver. Dies 
ermöglicht, neben der üblichen Amplifizierung der cDNA, zusätzlich eine Quantifizierung mit 
Hilfe von Fluoreszenzmessungen innerhalb eines Zyklus zu erreichen. Die Fluoreszenz nimmt 
dabei proportional zur Menge der generierten Produkte zu und dient der Datenerhebung, sobald 
ein Anstieg über die Hintergrund-Fluoreszenz verzeichnet werden kann (Schwellenwertzyklus / 
„Crossing point“) (Bustin, 2000; Bustin, 2002). 
β-Aktin, das Bestandteil des Zytoskeletts und ein häufiges Protein in Eukaryonten ist, besitzt 
eine konstitutive, nicht-alternierende Expression. Das Protein ist daher geeignet, den Erfolg der 
PCR unmittelbar zu überprüfen und wurde somit für alle durchgeführten Polymeraseketten-
reaktionen als interner Standard gewählt. 
Sollte dieser Standard nicht detektiert werden können, muss davon ausgegangen werden, dass 
die PCR (oder ein vorangegangener Versuchsanteil wie mRNA-Isolierung und/oder cDNA-
Synthese) nicht optimal verlaufen ist. Des Weiteren wird durch Bezugnahme aller ermittelten 
Werte zu β-Aktin ein Vergleich zwischen den einzelnen Genen ermöglicht, d. h. es findet eine 
Relativierung statt. GAP-DH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) kann als eine Alter-
native zu β-Aktin einen weiteren internen Standard darstellen. Die Dehydrogenase ist aufgrund 
möglicher Variationen innerhalb der Transkriptionslevel, verursacht durch verschiedene Zellme-
tabolismen (z. B. Insulinabhängigkeit) (Bustin et al., 2000), in dieser Arbeit nicht verwendet. 
Sowohl im Rahmen der qualitativen als auch quantitativen Analyse konnte in allen Proben die 
Genexpression von β-Aktin nachgewiesen werden. Deshalb war es möglich, die Ct-Werte der zu 
untersuchenden Gene hBD-1, -2, CCL20, IL-1β und IL-8, des Standards β-Aktin und der jeweili-
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gen unstimulierten Kontrollen mit den entsprechenden Primereffizienzen mittels der Formel nach 
Pfaffl in Korrelation zu bringen und die relativen Expressionen zu berechnen (Pfaffl, 2001). 
Zu den Mikroorganismen, die orale Gewebe ständig besiedeln, zählen unter anderem gramposi-
tive und gramnegative Bakterien, Pilze und Viren. In diversen Studien konnte bereits gezeigt 
werden, dass hBD-1, hBD-2, CCL20, IL-1β und IL-8 in Epithelien der Mundhöhle exprimiert wer-
den (Krisanaprakornkit et al., 1998; Dale& Krisanaprakornkit, 2001, Dunsche et al, 2002; Dale& 
Fredericks, 2005; Dommisch er al., 2005a, 2005b). Die Genexpression der genannten Gene 
erfolgte dabei nicht nur unter entzündlichen Bedingungen, sondern auch während gesunder ora-
ler Verhältnisse in Anwesenheit der kommensalen Mundflora (Krisanaprakornkit et al., 2000; 
Dommisch et al., 2005b).  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression der humanen Defensine hBD-1 und hBD-2, 
des Chemokins CCL20 und der Interleukine IL-1β und IL-8 in GECs bestätigt. Eine neue Er-
kenntnis ist, dass wie in dieser Arbeit gezeigt wurde hBD-1 in HGFs exprimiert wird.  
Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob humane β-Defensine in GECs und HGFs als Teil 
des angeborenen Immunsystems im Rahmen der antiinflammatorischen Antwort reguliert wer-
den. Die Zellen wurden daher mit dem antiinflammatorischen Mediator IL-4 stimuliert.  
Insgesamt konnte nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 keine signifikante Änderung der Ge-
nexpression von hBD-1 festgestellt werden. Dieses Ergebnis passt zu der Aussage von Schrö-
der 1999, dass hBD-1 als ein konstitutiv exprimiertes antimikrobielles Peptid humaner Epithelien 
angesehen wird. Auch in anderen früheren Arbeiten konnte die konstitutive Expression von hBD-
1 in GECs nachgewiesen werden (Ganz&Weiss, 1997; Lehrer, 2004). HBD-1 besitzt eine be-
sonders hohe Wirksamkeit gegenüber E. coli und eine breite Wirksamkeit gegenüber anderen 
verschiedenartigen Bakterien und Pilzen (Tanida et al., 2003). Das Wirkungsspektrum erstreckt 
sich unterschiedlich selektiv auf die, auf den Epithelien physiologisch vorhandene Mikroflora 
(Schröder, 1999; Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Jurevic et al., 2003). 
Für hBD-2 lieβen sich zwei wesentliche Regulationsmechanismen bebachten. Einerseits zeigte 
die Genexpressionsanalyse, dass die Applikation von IL-4 nach 240 Minuten zu einer gesteiger-
ten Expression der mRNA von hBD-2 im Vergleich zu den früheren Zeitpunkten führte. IL-4 ist 
dafür bekannt, als antiinflammatorisches Zytokin eine hemmende Wirkung auf die Entzündungs-
reaktion zu haben und steht im Dienste der spezifischen Abwehr (Horn et al., 2002). Die in die-
ser Arbeit gezeigten Regulationen der mRNA von hBD-2 lassen vermuten, dass IL-4 die Syn-
these von hBD-2 in gingivalen Epithelzellen positiv beeinflusst. Dies könnte auf eine gesteigerte 
antimikrobielle Aktivität im Rahmen der antiinflammatorischen Reaktion hindeuten. Andererseits 
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konnte für die unstimulierten Kontrollen ebenfalls signifikante Änderungen in der Genexpression 
von hBD-2 nach 240 Minuten im Vergleich zu 30 und 120 Minuten beobachtet werden. Es ist 
bekannt, dass die Expression von hBD-2 in gingivalen Epithelschichten von Zellen höherer Diffe-
renzierung nachzuweisen ist (Dale 2001). Während hBD-1 eher in basalen Epithelschichten 
exprimiert wird, kann die Expression von hBD-2 eher im Stratum spinosum bzw. Stratum granu-
losum des gingivalen Epithels nachgewiesen werden (Dale 2001). Es besteht ein Zusammen-
hang von Involukrin, einem epithelialen Differenzierungsfaktor, und der Expression von hBD-2. 
Im Rahmen der Experimente wurden Zellen mit einer Konfluenz von 90% eingesetzt. Interzellu-
läre Kontakte begünstigen die Differenzierung durch die vermehrte Bildung von Differenzie-
rungsfaktor wie Involukrin (Dale et al., 2001). Für die in dieser Arbeit dargestellte Expression 
könnte vermutet werden, dass auch hier eine Progression der zellulären Differenzierung über 
die Zeit stattgefunden hat und somit ebenfalls in unstimulierten Kontrollen eine gesteigerte Ge-
nexpression von hBD-2 über die Zeit beobachtet werden konnte bzw. Variationen in der Zell-
dichte in einzelnen Zellkulturen vorlagen. 
In-vitro Analysen der Genexpression des humanen β-Defensins-2 in GECs zeigten in vorange-
gangenen Versuchen einen Anstieg der mRNA-Synthese als Reaktion auf die Stimulation mit 
Bakterien, bakteriellen Antigenen (Krisanoprakornkit et al., 2002) oder Zytokinen (Schröder, 
1999). Untersuchungen an Biopsien der Gingiva erbrachten schon eine erhöhte mRNA-
Expression von hBD-2 in der entzündeten Gingiva (Gingivitis) im Vergleich zur gesunden Gingi-
va und Gingiva von Patienten mit Parodontitis (Dommisch et al., 2005b). Ebenfalls wurde im 
Rahmen von Untersuchungen mit unterschiedlichen epithelialen Geweben schon bewiesen, 
dass die Expression von hBD-2 von dem Grad der Entzündung abhängig ist (Dale, 2000; Ong et 
al., 2002). Das Epithel der Mundschleimhaut und die Odontoblastenzellschicht der Pulpa weisen 
dazu, im Gegensatz zu den epithelialen Geweben ebenfalls die Expression von hBD-2 unter 
gesunden Bedingungen auf (Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Dunsche et al., 2002; Dommisch 
et al., 2005a/b). 
CCL20 ist wie hBD-1 und hBD-2 ein antimikrobielles Peptid mit mediator-ähnlichen Eigenschaf-
ten. Die antimikrobiellen Pepide hBD-2 und CCL20 weisen ein ähnliches antimikrobielles Wir-
kungsspektrum sowie strukturelle Verwandschaft auf. Orale pathogene Mikroorganismen wie P. 
gingivalis könnten die Genexpression beider Peptide gleichfalls positiv beeinflussen (Dommisch 
et al., 2007, Dommisch et al., 2008; Dommisch et al., 2009), was auf gemeinsame antimikrobiel-
le Mechanismen schlieβen lässt. Die Analyse der Experimente im Rahmen dieser Arbeit zeigte, 
dass der antiinflammatorische Mediator IL-4 kaum Einfluss auf die Genexpression, im Vergleich 
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zu hBD-2, nimmt. Hierbei änderte sich die Genexpression von CCL20 weder unter dem Einfluss 
von IL-4 über die Zeit noch in den unstimulierten Kontrollen.  
Es ist eine neue Erkenntnis, dass IL-4 offenbar die Expression von hBD-2 und CCL20 differen-
ziell beeinflusst. Dieser Erkenntnis sollte in weiterführenden Studien nachgegangen werden. 
IL-1β und IL-8 sind proinflammatorische Mediatoren. IL-4 zeigt als antiinflammatorischer Media-
tor in gingivalen Epithelzellen keinen signifikanten Einfluss auf IL-1β und IL-8 über die Zeit, auch 
in den unstimulierten Kontrollwerten lässt sich kein Unterschied der Genexpression von IL-1β 
und IL-8 über die Zeit erkennen. Da IL-4 ein antiinflammatorischer Mediator ist, ist biologisch 
nicht zu erwarten, dass durch IL-4 eine proinflammatorische Reaktion ausgelöst wird.  
Bei hBD-1 bei HGFs konnte nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 keine signifikante Änderung 
der Genexpression festgestellt werden. Es lässt sich wie auch bei den GECs, eine ähnlich kon-
stitutive Genexpression vermuten. Das Wirkungsspektrum von hBD-1 erstreckt sich unterschied-
lich selektiv auf die, auf den Epithelien physiologisch vorhandene Mikroflora (Schröder, 1999; 
Dale&Krisanaprakornkit, 2001; Jurevic et al., 2003). 
Eine Tendenz zur erhöhten Genexpression von hBD-2 bei t30 zeigte sich nach Stimulation mit 
IL-4 bei HGFs. Eine erniedrigte Genexpression der mRNA von hBD-2 bei HGFs wurde nach 
t240 festgestellt.  
Ein Unterschied in der Expressionsänderung von hBD-2 bei den HGFs im Vergleich zu den 
GECs lässt sich in soweit erkennen, dass die Expressionsänderung von hBD-2 bei den HGFs 
viel früher geschieht als bei den GECs. Eine Erklärung dafür lässt sich im subepithelialen Kom-
partiment finden. Die GECs sind ständig einer Vielzahl von Mikroorganismen ausgesetzt und 
bilden mit den angeborenen Mechanismen des Immunsystems somit die erste Barriere gegen 
den Eintritt von Mikroorganismen an Grenzflächen wie Haut und Schleimhäuten. Die Regulati-
onsmechanismen sind so fein, dass meist keine klinisch erkennbaren Entzündungszeichen ab-
laufen. Dringen Mikroorganismen ins subepitheliale Kompartiment, so muss rasch eine Barriere 
aufgebaut werden, um tieferes Eindringen von Mikroorganismen zu vermeiden. Die Expression 
wird zu einer früheren Zeit angeregt. Die erniedrigte Genexpression bei t240 lässt sich mögli-
cherweise damit erklären, dass durch die anfänglich gesteigerte Expressionsleistung eine rezip-
roke Hemmung von hBD-2 selbst ausgelöst wird. 
Deutlich wurde ein signifikanter Unterschied in der Genexpression von CCL20 bei t30 nach Sti-
mulation mit IL-4. Die Analyse der Experimente im Rahmen dieser Arbeit zeigte, dass der an-
tiinflammatorische Mediator IL-4 bei den HGFs im Gegensatz zu den GECs Einfluss auf die Ge-
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nexpression von CCL20 im Vergleich zu hBD-2 nimmt. Hierbei änderte sich die Genexpression 
von CCL20 unter dem Einfluss von IL-4 über die Zeit bei t30. 
Auch hier könnte sich eine Erklärung der gesteigerten Genexpressionsleistung von CCL20 im 
subepithelialen Kompartiment finden. Ein Anstieg der Expression von CCL20 macht es bei Anti-
genkontakt gerade in der Anfangsphase einer Entzündung möglich, schnell entzündungshem-
mend einzugreifen. In vorangegangenen Studien wurde schon aufgezeigt, dass die Sekretion 
von CCL20 durch proinflammatorische Stimuli wie TNF-α und IL-1β (Izadpanah et al., 2001, Fui-
jiie et al., 2001, Kwon et al., 2002) als auch durch bakterielle Invasion gesteigert werden kann. 
Eine Steigerung von CCL20-m-RNA und CCL20-Proteinexpression in Epithelzellen ist sowohl in 
vivo als auch in vitro nachzuweisen (Fujii et al., 2004; Idzadpanah et al., 2001; Scheerens et al., 
2001). Ebenso wurde bewiesen, dass das Ligand-Rezeptor-Paar CCL20/CCR6 für die Chemo-
attraktion von unreifen DC bei intestinaler Entzündung oder Antigen-Stimulation verantwortlich 
ist (Caux et al., 2000). Dieser Mechanismus könnte durch eine zusätzliche Bereitstellung von 
CCL20 aus HGFs mit unterstützt werden.  
Nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-4 konnte bei der Genexpression von IL-1β keine signifikante 
Änderung festgestellt werden. Ein Einfluss von IL-4 auf den proinflammatorischen Mediator auf 
die entzündliche Reaktion bei HGF lässt sich nicht konstatieren. IL-1β ist ein proinflammatori-
sches Zytokin, welches zahlreiche Funktionen sowohl in der angeborenen als auch in der adap-
tiven Immunabwehr übernimmt (Janeway, 2002). Neuere Studien haben erwiesen, dass IL-4 in 
menschlichen Synovial- und Gingivafibroblasten zur Unterdrückung von IL-1 induzierter Metallo-
peroxidase-3 (MMP-3) Expression führt (Jenkins et al, 2004; Stewart et al, 2007). MMP-3 gilt als 
gewebeschädigendes Enzym, welches das Eindringen der Mikroorganismen ins Gewebe und 
die damit verbundene destruktive Parodontolyse begünstigt (Faurschou&Borregaard 2003). 
Durch die MMPs wird die extrazelluläre Matrix der Gingiva und des Parodontalligaments abge-
baut, was den zum Verlust von parodontalem Gewebe (Attachment) zur Folge hat. 
Eine gesteigerte Expressionsänderung von IL-8 bei t30 war nach Stimulation mit IL-4 zu ver-
zeichnen. Auch hier könnte der anfängliche Expressionsanstieg durch das subepitheliale Kom-
partiment erklärt werden. Eine schnelle Expressionsteigerung bringt frühzeitige Bekämpfung in 
der Initialphase der Entzündung. IL-8 wirkt als chemotaktischer Faktor für neutrophile und ba-
sophile Granulozyten sowie für T-Lymphozyten und führt in diesen Zellen zur Stoffwechselakti-
vierung (Xie, 2001). Es erhöht die Chemotaxis für alle bekannten beweglichen Immunzellen. IL-8 
stellt einen starken proinflammatorischen Mediator dar und wirkt auβerdem pro-angiogen (Xie, 
2001).  
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In vorangegangenen Studien wurde bereits bewiesen, dass IL-8 durch Viren, bakterielle Lipopo-
lysaccharide, TNF-α, durch Concanavalin A, doppelsträngige RNA, IL-1β, IL-7 und IL-17 indu-
ziert werden kann. In verschiedenen Experimenten mit Pulpafibroblasten konnte die gesteigerte 
IL-8-Konzentration nach Stimulation mit P. intermedia (Tokuda et al., 2002), F. nucleatum (Tha-
weboon et al., 2006), Lipopolysaccharide des Bakteriums E. coli (Chang et al., 2005), Substanz 
P, S. mutans (Dommisch et al., 2009) und Calcitonin Gene-Related Peptide (Patel et al., 2003) 
nachgewiesen werden. Die Expression von IL-8 in der Odontoblastenzellschicht nach Stimulati-
on mit LPS des E. coli wurde ebenso demonstriert (Levin et al., 1999). Vergleichbar mit IL-6 
konnte die mRNA-Expression von IL-8 in Odontoblasten-ähnlichen Zellen nach Stimulation mit 
dem antimikrobiellen Peptid hBD-2 beschrieben werden (Dommisch et al. 2007b). 
 
Interessant, auch im Hinblick auf die Parodontitisentstehung und –etablierung, wäre für zukünfti-
ge Untersuchungen, die untersuchten Zelltypen mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-4 
zu testen. In dieser Arbeit wurden die antimikrobiellen Peptide und proinflammatorischen Media-
toren mit IL-4 in einer Konzentrtion von 1ng/ml stimuliert. Die Konzentration 1ng/ml wurde ge-
wählt, weil sie unterhalb der Grenze liegt, bei der die Proliferation von Zellen angeregt werden 
könnte, da die Proliferation und damit auch die Differenzierung von Zellen zu einer per se ge-
steigerten Genexpression von z.B. hBD-2 führen könnte (Courneya et al., 2010; Yang et al., 
1996), ebenso wie die Migration, welche bei 1ng/ml unverändert bleibt (Volpert et al., 1998). Die 
Konzentration wurde für diese Arbeit mit 1ng/ml des Weiteren so gewählt, dass diese biologisch 
effektiv ist (Asano-Kato et al., 2005). Auch wäre ein weiterer Versuchsansatz, die unterschiedli-
chen Konzentrationen zusätzlich über einen längeren Zeitraum zu testen, um tendenzielle Ände-
rungen in der Genexpressionsleistung verzeichnen zu können. 
Aufgrund der limitierten experimentellen Ansätze sollten die in dieser Arbeit dargestellten signifi-
kanten Veränderungen als Auffälligkeiten interpretiert werden. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mehr Genexpressionsänderungen bei den 
Gingivafibroblasten im Vergleich zu den Gingivaepithelzellen zu verzeichnen waren. Lehrer pos-
tulierte bereits 2004, dass die oralen Epithelzellen einem ständigen direkten Kontakt mit einer 
Vielzahl von Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukte ausgesetzt sind, ohne dass kli-
nische Anzeichen einer Entzündung auftreten. Eine feine Grundregulierung ohne überschieβen-
de Expressionsänderungen, finden sich hier bei den GECs bei hBD-1, CCL20, IL-1β und IL-8 
und bei den HGFs nur bei hBD-1 und IL-1β, womit sich die These der feinen Regulierungsme-
chanismen ohne überschieβende Genexpressionsänderung bestätigen lässt. Treten Mikroorga-
nismen ins subepitheliale Kompartiment, so muss eine schnelle Antigenbekämpfung erfolgen. 
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Eine gesteigerte Expressionsleistung der antimikrobiellen Peptide und proinflammatorischen 
Mediatoren könnte eine Folge sein.  
Die vorliegende Arbeit zeigte erstmals Änderungen der Genexpression der antimikrobiellen Pep-
tide hBD-2 und CCL20 sowie von IL-8 unter dem Einfluss von IL-4 in GECs und HGFs. Weiter-
führende Studien könnten zu einem besseren Verständnis bezüglich der Rolle antiinflammatori-
scher Peptide im Rahmen der antiinflammatorischen Reaktion führen. 
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5 Zusammenfassung 
Die Oberflächen der Mundhöhle sind permanent einer Vielzahl von Mikroorganismen ausge-
setzt. Dennoch sind die epithelialen Gewebe in der Lage, eine gesunde Homöostase in der 
Mundhöhle aufrecht zu erhalten. Diese wird durch die Synthese antimikrobieller Peptide (AMPs) 
wie die humanen β-Defensine 1 und -2 (hBD-1 und hBD-2) sowie dem CC-Chemokin Ligand 20 
(CCL20) erreicht. AMPs zeigen neben direkten antimikrobiellen Effekten gegenüber Mikroorga-
nismen mediator-ähnliche Eigenschaften und können somit die Immunantwort beeinflussen. 
Interleukin-4 (IL-4) ist ein pleiotropes Molekül, welches eine Vielzahl physiologischer Effekte auf 
unterschiedliche Zielzellen ausübt und im Rahmen der antiinflammatorischen Immunantwort 
eine wichtige Rolle spielt. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob antimikrobielle Peptide 
wie hBD-1, hBD-2 und CCL20 als Teil des angeborenen Immunsystems in gingivalen Epithelzel-
len und Fibroblasten im Rahmen der antiinflammatorischen Immunantwort unter dem Einfluss 
von IL-4 reguliert werden. 
Es wurden Kulturen primärer gingivaler Epithelzellen (GECs, n=3) und Fibroblasten (HGFs, n=3) 
von drei unterschiedlichen Donoren angezogen und mit IL-4 (1ng/ml) über einen Zeitraum von 
30, 120 und 240 Minuten stimuliert. Die quantitative Genexpressionsanalyse von hBD-1, hBD-2, 
CCL20, Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-8 (IL-8) sowie dem Housekeeping- Gen β-Aktin erfolg-
te mit Hilfe der Real-Time-PCR. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass alle oben aufgeführten Gene sowohl in 
GECs als auch in HGFs exprimiert werden. Während die Stimulation mit IL-4 über 240 Minuten 
zu einer erhöhten Genexpression von hBD-2 in GECs führte, konnte in HGFs eine erniedrigte 
mRNA-Expression von hBD-2 festgestellt werden. Darüberhinaus konnte unter dem Einfluss von 
IL-4 nach 30 Minuten eine erhöhte mRNA-Expression von CCL20 und IL-8 gezeigt werden. 
Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine differentielle und Zelltyp-spezifische Genexpression 
antimikrobieller Peptide in GECs und HGFs unter dem Einfluss von IL-4. Die mögliche Rolle 
antimikrobieller Peptide im Rahmen antiinflammatorischer Immunprozesse sollte in weiterfüh-
renden Studien untersucht werden. 
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9 Anhang 
9.1 Ergebnisse der Genexpression von hBD-1, hBD-2, CCL20, IL-1β 
und IL-8 bei Gingivaepithel (GECs)- und 
Gingivafibroblastenzellen (HGFs) 
 
hBD-1 Gruppe N Mittelwert Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 3.5580 1.60429 
 IL-4 30 3 6.8182 2.61833 
 Kontrolle 120 3 1.9819 0.86069 
 IL-4 120 3 2.9075 0.88769 
 Kontrolle 240 3 1.5455 0.63086 
 IL-4 240 3 2.5111 1.27046 
Tabelle 3: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von hBD-1 im 3-fach Versuch bei GECs 
hBD-2 Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 1.3548 0.4660 
 IL-4 30 3 2.6939 0.19484 
 Kontrolle 120 3 1.3903 0.98135 
 IL-4 120 3 1.1838 0.14647 
 Kontrolle 240 3 15.4574 5.40570 
 IL-4 240 3 29.8414 14.24160 
Tabelle 4: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von hBD-2 im 3-fach Versuch bei GECs 
CCL20 Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 2.3071 1.17052 
 IL-4 30 3 3.4228 1.74196 
 Kontrolle 120 3 1.7899 1.57495 
 IL-4 120 3 1.7964 0.14163 
 Kontrolle 240 3 2.2846 1.39727 
 IL-4 240 3 3.3477 0.56604 
Tabelle 5: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von CCL20 im 3-fach Versuch bei GECs 
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IL-1β Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 1.4921 0.51884 
 IL-4 30 3 5.0568 2.27778 
 Kontrolle 120 3 3.1188 2.32414 
 IL-4 120 3 3.5549 1.75230 
 Kontrolle 240 3 1.4921 0.51884 
 IL-4 240 3 5.4030 2.48722 
Tabelle 6: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von IL-1β im 3-fach Versuch bei GECs 
IL-8 Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 1.2066 0.39193 
 IL-4 30 3 6.3609 1.44367 
 Kontrolle 120 3 0.8982 0.61206 
 IL-4 120 3 3.2881 2.14848 
 Kontrolle 240 3 1.1821 0.58853 
 IL-4 240 3 10.5409 6.46688 
Tabelle 7: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von IL-8 im 3-fach Versuch bei GECs 
hBD-1 Gruppe N Mittelwert Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 1.0561 0.52203 
 IL-4 30 3 0.6772 0.22523 
 Kontrolle 120 3 1.4301 0.85660 
 IL-4 120 3 0.5171 0.37322 
 Kontrolle 240 3 0.9999 0.60356 
 IL-4 240 3 1.1273 0.64634 
Tabelle 8: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von hBD-1 im 3-fach Versuch bei HGFs 
hBD-2 Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 2.4055 2.75438 
 IL-4 30 3 57.4436 38.48673 
 Kontrolle 120 3 6.2711 3.42662 
 IL-4 120 3 1.2867 0.61911 
 Kontrolle 240 3 3.7336 4.79175 
 IL-4 240 3 1.2654 0.72164 
Tabelle 9: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von hBD-2 im 3-fach Versuch bei HGFs 
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Tabelle 10: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von CCL20 im 3-fach Versuch bei HGFs 
CCL20 Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 0.6651 0.39261 
 IL-4 30 3 752.0682 1299.99396 
 Kontrolle 120 3 0.3221 0.24731 
 IL-4 120 3 46.7888 77.25898 
 Kontrolle 240 3 3.7823 0.91397 
 IL-4 240 3 1.9511 0.52502 
Tabelle 11: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von IL-1β im 3-fach Versuch bei HGFs 
IL-1β Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 1.0099 0.87599 
 IL-4 30 3 0.9352 0.44313 
 Kontrolle 120 3 2.5216 3.14725 
 IL-4 120 3 0.5669 0.68615 
 Kontrolle 240 3 4.1460 1.65026 
 IL-4 240 3 2.3733 0.22168 
Tabelle 12: Quantitative Genexpressions-Ergebnisse von IL-8 im 3-fach Versuch bei HGFs 
IL-8 Gruppe N Mittelwert  Standardabweichung 
 Kontrolle 30 3 1.2727 0.11760 
 IL-4 30 3 3.5072 4.97725 
 Kontrolle 120 3 1.5962 0.64739 
 IL-4 120 3 2.2205 2.02427 
 Kontrolle 240 3 0.6946 0.16128 
 IL-4 240 3 0.5974 0.32057 
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9.2 Ergebnisse für die Mittelwertgleichheit bei GECs und HGFs für 
hBD-1, hBD-2, CCL20, IL1-β und IL-8 
 
hBD-1 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -1.34233 4.49439 
 Kontrolle 30 vs240 -0.75083 4.77582 
 Kontrolle 120 vs 240 -1.27412 2.14706 
Tabelle 13: Mittelwertgleichheit von hBD-1 im 3-fach Versuch bei GECs bei 95% Konfidenzinter-
vall der Differenz 
hBD-2 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -1.776690 1.70596 
 Kontrolle 30 vs240 -22.79996 -5.40523 
 Kontrolle 120 vs 240 0.98135 0.56658 
Tabelle 14: Mittelwertgleichheit von hBD-2 im 3-fach Versuch bei GECs bei 95% Konfidenzinter-
vall der Differenz 
CCL20 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -2.62826 3.66277 
 Kontrolle 30 vs240 -2.89939 2.94433 
 Kontrolle 120 vs 240 1.57495 0.90930 
Tabelle 15: Mittelwertgleichheit von CCL20 im 3-fach Versuch bei GECs bei 95% Konfidenzin-
tervall der Differenz 
IL-1β Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -5.44398 2.19054 
 Kontrolle 30 vs240 -3.51735 1.07188 
 Kontrolle 120 vs 240 2.32414 1.34184 
Tabelle 16: Mittelwertgleichheit von IL-1β im 3-fach Versuch bei GECs bei 95% Konfidenzinter-
vall der Differenz 
IL-8 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -0.85672 1.47334 
 Kontrolle 30 vs240 -1.10899 1.15790 
 Kontrolle 120 vs 240 0.61206 0.35337 
Tabelle 17: Mittelwertgleichheit von IL-8 im 3-fach Versuch bei GECs bei 95% Konfidenzintervall 
der Differenz 
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hBD-1 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -1.98202 1.23397 
 Kontrolle 30 vs240 -1.22296 1.33538 
 Kontrolle 120 vs 240 -1.24949 2.10996 
Tabelle 18: Mittelwertgleichheit von hBD-1 im 3-fach Versuch bei HGFs bei 95% Konfidenzinter-
vall der Differenz 
hBD-2 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -10.91295 3.18174 
 Kontrolle 30 vs240 -10.18769 7.53158 
 Kontrolle 120 vs 240 -6.90543 11.98053 
Tabelle 19: Mittelwertgleichheit von hBD-2 im 3-fach Versuch bei HGFs bei 95% Konfidenzinter-
vall der Differenz 
CCL20 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -0.40086 1.08674 
 Kontrolle 30 vs240 -4-71180 -1.52273 
 Kontrolle 120 vs 240 -4.97796 -1.94244 
Tabelle 20: Mittelwertgleichheit von CCL20 im 3-fach Versuch bei HGFs bei 95% Konfidenzin-
tervall der Differenz 
IL-1β Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -6.74854 3.72498 
 Kontrolle 30 vs240 -6.13106 -0.14121 
 Kontrolle 120 vs 240 -7.32081 4.07211 
Tabelle 21: Mittelwertgleichheit von IL-1β im 3-fach Versuch bei HGFs bei 95% Konfidenzinter-
vall der Differenz 
IL-8 Gruppe Untere  Obere 
 Kontrolle 30 vs 120 -1.37822 0.73125 
 Kontrolle 30 vs240 0.25820 0.89812 
 Kontrolle 120 vs 240 -0.16782 1.97111 
Tabelle 22: Mittelwertgleichheit von IL-8 im 3-fach Versuch bei HGFs bei 95% Konfidenzintervall 
der Differenz 
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